Zelltyp-spezifische Inaktivierung von Mct8 in Gehirnzellen by Meyer, Franziska
Zelltyp-spezifische Inaktivierung von Mct8 in Gehirnzellen:  
in vivo und in vitro Analysen des Gehirnstoffwechsels 
 
DISSERTATION 
zur Erlangung des akademischen Grades 
 
Doctor rerum naturalium 
(Dr. rer. nat.) 
 
im Fach Biologie 
 
eingereicht an der 




Master of Science Franziska Meyer 
 
Präsidentin der Humboldt-Universität zu Berlin 
 
Prof. Dr.-Ing. Dr. Sabine Kunst 
 
Dekan der Lebenswissenschaftlichen Fakultät 
der Humboldt-Universität zu Berlin 
 
Prof. Dr. Bernhard Grimm 
 
Gutachter/innen 
1. Prof. Dr. Werner Kloas 
2. Prof. Dr. Ulrich Schweizer 









INHALTSVERZEICHNIS ....................................................................................................................... I 
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ........................................................................................................... IV 
TABELLENVERZEICHNIS ................................................................................................................ VI 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS ........................................................................................................ VII 
ZUSAMMENFASSUNG ...................................................................................................................... IX 
ABSTRACT ........................................................................................................................................... X 
1 EINLEITUNG ................................................................................................................................. 1 
1.1 Schilddrüsenhormone .............................................................................................................. 1 
1.1.1 Aufbau der Schilddrüse ................................................................................................... 3 
1.1.2 Schilddrüsenhormonbiosynthese ..................................................................................... 4 
1.2 Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen Achse (HPT-Achse) ............................................. 5 
1.3 Schilddrüsenhormontransporter .............................................................................................. 6 
1.3.1 Der Monocarboxylattransporter 8 (MCT8) ..................................................................... 7 
1.3.2 Das Allan-Herndon-Dudley Syndrom ............................................................................. 8 
1.3.3 Mct8-defiziente Mausmodelle mit Fokus auf den Gehirn-Phänotyp ............................... 9 
1.4 Schilddrüsenhormone während der Entwicklung .................................................................. 11 
1.4.1 Schilddrüsenhormone während der Gehirnentwicklung ............................................... 12 
1.4.2 Schilddrüsenhormoneinfluss auf Thermogenese und Energiestoffwechsel .................. 13 
1.5 Energiestoffwechsel im Gehirn ............................................................................................. 14 
1.6 Zielsetzung der Arbeit ........................................................................................................... 18 
2 MATERIALIEN UND METHODEN ........................................................................................... 20 
2.1 Geräte .................................................................................................................................... 20 
2.2 Verbrauchsmaterialien ........................................................................................................... 21 
2.2.1 Chemikalien und Reagenzien ........................................................................................ 21 
2.2.2 Vorgefertigte Reagenziensysteme ................................................................................. 21 
2.2.3 Oligonukleotide ............................................................................................................. 21 
2.2.4 Antikörper ..................................................................................................................... 22 
2.3 Software und Datenbanken.................................................................................................... 22 
2.4 Mauslinien, Mauszucht und Maushaltung ............................................................................. 23 
2.5 Rotarod .................................................................................................................................. 24 
2.6 Gewinnung von murinem Probenmaterial ............................................................................. 25 
2.7 Molekularbiologische Methoden ........................................................................................... 25 
2.7.1 Isolation genomischer DNA zur Genotypisierung verschiedener Mauslinien .............. 25 
2.7.2 RNA Isolierung ............................................................................................................. 26 
2.7.3 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA .......................................................... 27 




2.7.5 Quantitative Real Time PCR (qPCR) ............................................................................ 27 
2.8 Zellbiologische Methoden ..................................................................................................... 28 
2.8.1 Isolierung und Kultivierung primärer Astrozytenkulturen ............................................ 28 
2.8.2 Isolierung und Kultivierung primärer kortikaler Neuronkulturen ................................. 30 
2.9 Proteinbiochemische Methoden ............................................................................................ 32 
2.9.1 Proteinextraktion ........................................................................................................... 33 
2.9.2 Proteinbestimmung mittels Bradford und BCA ............................................................ 33 
2.9.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ......................... 34 
2.9.4 Western Blot und Immundetektion ............................................................................... 35 
2.10 Histologische Methoden ........................................................................................................ 35 
2.10.1 Nissl-Färbung kryoprotektierter Gehirnschnitte ............................................................ 36 
2.10.2 Peroxidase-Färbung von free floating Gehirnschnitten ................................................. 36 
2.10.3 Fluoreszenz-Färbung von Zellen und Gehirnschnitten.................................................. 37 
2.11 Funktionelle Analysen ........................................................................................................... 38 
2.11.1 Messung des mitochondrialen Energiestoffwechsels mittels Seahorse XFe Technologie . 
  ....................................................................................................................................... 38 
2.11.2 T3/T4 Radioimmunassay ............................................................................................... 40 
2.11.3 Radioaktive T3-Aufnahme in primären Zellen ............................................................. 41 
2.11.4 Dejodase-Aktivitätsmessung ......................................................................................... 41 
2.11.5 Citratsynthase-Assay ..................................................................................................... 44 
2.11.6 Laktatdehydrogenase-Aktivitätsmessung ...................................................................... 45 
2.11.7 Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (LC-MS/MS) .. 46 
2.11.8 Kernspinresonanzspektroskopie (engl. Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 
NMR) ............................................................................................................................. 47 
2.12 Statistik .................................................................................................................................. 48 
3 ERGEBNISSE ............................................................................................................................... 49 
3.1 Phänotypische Charakterisierung der transgenen Mauslinie CamK-Cre;Mct8fl/fl ................. 49 
3.1.1 Charakterisierung äußerer Merkmale ............................................................................ 50 
3.1.2 Charakterisierung der Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen Achse (HPT-Achse) 51 
3.1.3 Charakterisierung peripherer Organe ............................................................................ 52 
3.2 Gehirn-Phänotyp von CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen ............................................................... 53 
3.2.1 Analyse neuronaler Marker ........................................................................................... 53 
3.2.2 Analyse von Schilddrüsenhormon-regulierten Genen mittels qPCR ............................ 55 
3.2.3 Analyse des zerebralen Energiestoffwechsels mittels NMR in vivo ............................. 56 
3.3 Analyse des Energiestoffwechsels in primären Mct8-defizienten Astrozyten in vitro .......... 61 
3.3.1 Charakterisierung Mct8-defizienter Astrozyten ............................................................ 62 
3.3.2 Analyse des Energiestoffwechsels mittels Seahorse XFe Flux Analyzer in Mct8-
defizienten Astrozyten ................................................................................................... 63 




3.3.4 Analyse der Expression OXPHOS-relevanter Gene in Mct8-defizienten Astrozyten ... 67 
3.4 Analyse des Energiestoffwechsels in primären Mct8-defizienten Neuronen in vitro ........... 69 
3.4.1 Charakterisierung Mct8-defizienter Neurone ................................................................ 69 
3.4.2 Analyse des Energiestoffwechsels mittels Seahorse XFe Flux Analyzer in Mct8-
defizienten Neuronen..................................................................................................... 72 
3.4.3 Analyse der Citratsynthase-Aktivität in Mct8-defizienten Neuronen............................ 76 
3.4.4 Analyse der Expression OXPHOS-relevanter Gene in Mct8-defizienten Neuronen .... 76 
4 DISKUSSION ............................................................................................................................... 79 
4.1 Das Neuron-spezifische Mct8-defiziente Mausmodell im Vergleich zum globalen Mct8-
defizienten Mausmodell ........................................................................................................ 80 
4.2 Gehirnphänotyp Neuron-spezifischer Mct8-defizienter Mäuse im Vergleich zum globalen 
Mct8-defizienten Mausmodell ............................................................................................... 82 
4.3 Zerebraler Energiestoffwechsel im neuronalen Mct8-defizienten Mausmodell in vivo ........ 85 
4.4 Einfluss von Schilddrüsenhormonen auf den Energiestoffwechsel Mct8-defizienter 
Gehirnzellen in vitro .............................................................................................................. 91 
4.4.1 Energiestoffwechsel Mct8-defizienter Astrozyten ........................................................ 92 
4.4.2 Energiestoffwechsel Mct8-defizienter Neurone ............................................................ 95 
5 ANHANG .................................................................................................................................... 100 
6 LITERATURVERZEICHNIS ..................................................................................................... 103 
PUBLIKATIONEN ............................................................................................................................. 114 
DANKSAGUNG ................................................................................................................................. 115 








Abbildung 1: Darstellung Schilddrüsenhormon-vermittelter Transkriptionsaktivitäten............ 2 
Abbildung 2: Aktivierung und Inaktivierung von Schilddrüsenhormonen ................................ 3 
Abbildung 3: Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen Achse ................................................ 5 
Abbildung 4: Schilddrüsenhormontransport im murinen Gehirn............................................. 13 
Abbildung 5: Der Glutamin-Glutamat-GABA Zyklus zwischen Astrozyten und Neuronen .. 16 
Abbildung 6: Die Astrozyten-Neuron-Laktat Shuttle Hypothese (ANLSH). .......................... 17 
Abbildung 7: Übersicht des zerebralen Metabolismus im Neuron und Astrozyten nach Infusion 
von (1-13C) markierter Glukose bzw. (2-13C) markiertem Acetat ............................................ 18 
Abbildung 8: Vektorkarte „Mct8 Knock-out first allel“ (promotor driven) und Genotypisierung 
CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäuse. ...................................................................................................... 24 
Abbildung 9: Messprinzip im Seahorse XFe Flux Analyzer und mitochondriales Stress Test 
Profil ......................................................................................................................................... 38 
Abbildung 10: Mct8-Expression in CamK-Cre;Mct8fl/y- und globalen Mct8-defizienten 
Mäusen. .................................................................................................................................... 50 
Abbildung 11: Phänotypische Charakterisierung von adulten CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-
Cre;Mct8fl/fl-Mäusen im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern. ...................................... 51 
Abbildung 12: Charakterisierung der HPT-Achse in CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-
Cre;Mct8fl/fl-Mäusen im Alter von drei Monaten ..................................................................... 52 
Abbildung 13: Rotarod-Test mit CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen im 
Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern ...................................................................................... 52 
Abbildung 14: Messung der Leber Dejodase 1-Aktivität in CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-
Cre;Mct8fl/fl-Mäusen ................................................................................................................. 53 
Abbildung 15: Immunhistochemische Färbungen im somatosensorischen Cortex (barrel field) 
auf Wildtyp- und CamK-Cre;Mct8fl/y-Gehirnschnitten. ........................................................... 54 
Abbildung 16: Genexpressionsanalysen in CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-Cre;Mct8fl/fl- sowie 
globalen Mct8-defizienten Mäusen. ......................................................................................... 56 
Abbildung 17: In vivo 1H NMR-Analysen in Cortex und Striatum von CamK-Cre;Mct8fl/y-
Mäusen ..................................................................................................................................... 57 
Abbildung 18: Darstellung der Verstoffwechselung von (1-13C) Glukose und deren 13C-Einbau 
in Metabolite der Glykolyse, dem Citratzyklus (TCA Zyklus) und Neurotransmittern .......... 58 
Abbildung 19: 13C NMR Analysen nach Infusion von (1-13C) markierter Glukose in Cortex und 




Abbildung 20: Messung der Ldh-Aktivität in Cortex und Striatum von CamK-Cre;Mct8fl/y-
Mäusen ..................................................................................................................................... 60 
Abbildung 21: Genexpressionsanalysen im Cortex von CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen deuten auf 
einen veränderten Glukosemetabolismus und Glutamin-Glutamat-GABA Zyklus hin ........... 61 
Abbildung 22: Immunhistochemische Antikörper-Färbungen in primären Wildtyp-Astrozyten 
(DIV7) ...................................................................................................................................... 62 
Abbildung 23: Expression verschiedener Schilddrüsenhormon-Transporter und –Rezeptoren in 
primären Wildtyp und Mct8-defizienten Astrozyten ............................................................... 63 
Abbildung 24: Wichtige Parameter der mitochondrialen Atmung in Wildtyp- und Mct8-
defizienten Astrozyten .............................................................................................................. 64 
Abbildung 25: Mitochondriale OXPHOS-Kapazität in primären Wildtyp- und Mct8-defizienten 
Astrozyten ................................................................................................................................ 66 
Abbildung 26: Messung der Citratsynthase-Aktivität in Wildtyp- und Mct8-defizienten 
Astrozyten ................................................................................................................................ 67 
Abbildung 27: Proteinexpression wichtiger Komponenten der einzelnen OXPHOS-Komplexe  
in Wildtyp und Mct8-defizienten Astrozyten ........................................................................... 69 
Abbildung 28: Immunfluoreszenz-Färbung neuronaler Marker (Tau, NeuN) und Mct8 auf 
Wildtyp-Neurone (DIV7) ......................................................................................................... 70 
Abbildung 29: Expression verschiedener Schilddrüsenhormon-Transporter und –Rezeptoren in 
primären Wildtyp und Mct8-defizienten Neuronen ................................................................. 70 
Abbildung 30: Expressionsnachweis T3-regulierter Gene in Wildtyp- und Mct8-defizienten 
Neuronen .................................................................................................................................. 72 
Abbildung 31: Wichtige Parameter der mitochondrialen Atmung in Wildtyp- und Mct8-
defizienten Neuronen ............................................................................................................... 74 
Abbildung 32: Mitochondriale OXPHOS-Kapazität in primären Wildtyp- und Mct8-defizienten 
Neuronen .................................................................................................................................. 76 
Abbildung 33: Messung der Citratsynthase-Aktivität in Wildtyp- und Mct8-defizienten 
Neuronen .................................................................................................................................. 76 
Abbildung 34: Proteinexpression wichtiger Komponenten der einzelnen OXPHOS-Komplexe 








Tabelle 1: Übersicht der wichtigsten humanen und murinen Schilddrüsenhormontransporter 
und deren Expressionsmuster im Gehirn ................................................................................... 6 
Tabelle 2: Zusammenfassung aller verwendeten Antikörper ................................................... 22 
Tabelle 3: Zusammenfassung aller verwendeten Software und Datenbanken ......................... 22 
Tabelle 4: Ansatz für eine Genotypisierungs-PCR Reaktion der Mct8fl/fl-Mauslinie .............. 26 
Tabelle 5: Übersicht der verwendeten Genotypisierungsprimer .............................................. 26 
Tabelle 6: Ansatz für Erststrangsynthese von cDNA aus RNA ............................................... 27 
Tabelle 7: Ansatz für eine quantitative Real-Time PCR .......................................................... 28 
Tabelle 8: Zusammensetzung Zellkulturmedien für primäre Astrozytenkulturen ................... 29 
Tabelle 9: Zusammensetzung Zellkulturmedien für primäre kortikale Neuronkulturen ......... 31 
Tabelle 10: Zusammenfassung Puffer und Lösungen für proteinbiochemische Methoden ..... 32 
Tabelle 11: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel für eine SDS-PAGE .................. 34 
Tabelle 12: Zusammenstellung Puffer und Lösungen für histologische Methoden ................. 35 
Tabelle 13: Zusammenfassung verwendeter Inhibitoren/Entkoppler und deren spezifischer 
Wirkungsmechanismus innerhalb der mitochondrialen Atmungskette ................................... 39 
Tabelle 14: Übersicht der Berechnung wichtiger Funktionen nach einem mitochondrialen 
Stresstest in primären murinen Zellen ...................................................................................... 40 
Tabelle 15: Zusammensetzung Puffer und Lösungen für einen radioaktiven Dejodase-
Aktivitätsassay ......................................................................................................................... 42 
Tabelle 16: Zusammensetzung Puffer und Lösungen für einen Citratsynthase-Assay ............ 45 
Tabelle 17: Zusammensetzung Puffer und Lösungen für einen Laktatdehydrogenase-
Aktivitätsassay ......................................................................................................................... 46 
Tabelle 18: Zusammenfassung wichtiger Parameter der mitochondrialen Atmung in Wildtyp- 
und Mct8-defizienten Astrozyten ............................................................................................. 65 
Tabelle 19: Relative Expression OXPHOS-relevanter Gene in Wildtyp- und Mct8-defizienten 
Astrozyten ................................................................................................................................ 68 
Tabelle 20: Zusammenfassung wichtiger Parameter der mitochondrialen Atmung in Wildtyp- 
und Mct8-defizienten Neuronen ............................................................................................... 75 
Tabelle 21: Relative Expression OXPHOS-relevanter Gene in Wildtyp- und Mct8-defizienten 
Neuronen .................................................................................................................................. 77 






°C   Grad Celcius 
µg   Mikrogramm 
µl   Mikroliter 
18SrRNA  18S Untereinheit ribosomaler RNA 
AHDS   Allan-Herndon-Dudley Syndrom 
AK   Antikörper 
ATP   Adenosintriphosphat 
BHS   Blut-Hirn-Schranke 
bp   Basenpaar 
BSA   bovines Serumalbumin 
cDNA   komplementäre DNA (engl. complementary DNA) 
CS-Aktivität  Citratsynthase-Aktivität 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
dH2O   destilliertes Wasser 
Dio1/2/3  Deiodase 1/2/3 
DIV7   days in vitro 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
E14   Embryonaltag 14 
FCCP   Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon 
Fwd   forward 
Gln   Glutamin 
Glu   Glutamat  
HPT-Achse  Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen Achse 
kDa   Kilo-Dalton 
KO   knockout 
Lac   Laktat 
Lat   L-type amino acid transporter 
LC-MS/MS    Liquid Chromatographie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie 
M   Molar 
Mct   Monocarboxylattransporter 
min   Minute 
ml   Milliliter 




NMR    Kernspinresonanzspektroskopie (engl. Nuclear Magnetic Resonance 
Spectroscopy) 
OCR   oxygen consumption rate  
OXPHOS  oxidative Phosphorylierung 
PBS   Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PLL   Poly-L-Lysin 
qPCR   quantitative Polymerasekettenreaktion 
rev   reverse 
SDH   Schilddrüsenhormon 
sec   Sekunde 
T3      3,3´,5-Triiod-L-thyronin 
T4      3,3´,5,5´-Tetraiod-L-thyronin 
TCA   Citratzyklus 
TRα/β   Schilddrüsenhormonrezeptor α/β 
Trh   Thyrotropin-releasing hormone 
Tsh   Thyreoidea-stimulierendes Hormon 
w/o TH  without thyroid hormone  










Der Monocarboxylattransporter 8 (Mct8) ist ein spezifischer Schilddrüsenhormon (SDH)-
Transporter. MCT8-Mutationen führen zu einer psychomotorischen Retardierung in 
Kombination mit abnormalen SDH-Serumkonzentrationen. Das konstitutiv Mct8-defiziente 
Mausmodell repliziert den endokrinologischen, jedoch nicht den humanen neurologischen 
Phänotyp. Um die Hypothese eines stark beeinträchtigten T3-Transportes speziell in Neuronen 
als Ursache zu untersuchen, wurde das Neuron-spezifische Mct8-defiziente Mausmodell 
(CamK-Cre;Mct8fl/fl) generiert. Neben einer funktionalen, Mct8-exprimierenden Blut-Hirn-
Schranke liegt eine funktionale Hypophysen-Hypothalamus-Schilddrüsen Achse vor. NMR-
Analysen des zerebralen Energiestoffwechsels von CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen zeigen nach [1-
13C] Glukoseinfusion verringerte Laktatintensitäten sowie eine reduzierte 
Laktatdehydrogenase-Aktivität. Zudem sind Astrozyten-spezifische Transporter und Enzyme 
des Neurotransmitterstoffwechsels und deren Biosynthese in ihrer Genexpression reduziert. 
Somit führt der neuronale Mct8-Verlust zu einem verlangsamten zerebralen Metabolismus 
sowie einer reduzierten neuronalen Aktivität.  
Die Rolle von Mct8 im Energiestoffwechsel wurde außerdem in primären Mct8-defizienten 
Astrozyten- und Neuronkulturen mittels Seahorse Flux Analyzer untersucht. In Mct8-
defizienten Neuronen kommt es zu einer verringerten SDH-Aufnahme, was in einer 
verringerten Expression von OXPHOS-relevanten Proteinen sowie in einer verringerten 
Sauerstoffverbrauchsrate resultiert. Somit stützen die in vitro Daten die des CamK-Cre;Mct8fl/fl-
Mausmodelles bezüglich einer reduzierten neuronalen Aktivität sowie eines verlangsamten 
zerebralen Stoffwechsels.  
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass grundlegende Mechanismen des zerebralen 
Stoffwechsels bei neuronaler Mct8-Defizienz beeinträchtigt sind und die Rolle von Mct8 mit 
Hilfe weiterer konditioneller Mausmodelle (Astrozyten-spezifisch) und primären Ko-











The monocarboxylate transporter 8 (Mct8) is the most specific thyroid hormone (TH) 
transporter. Mutations lead to a severe form of psychomotor retardation in combination with 
abnormal TH concentrations in sera. The global Mct8-deficient mouse model was intensively 
studied and it replicates the endocrine, but not the human neurological phenotype. To test the 
hypothesis, that a disturbed uptake of T3 especially into neurons is responsible for the 
phenotype, we generated a neuron-specific Mct8-deficient mouse model (CamK-Cre;Mct8fl/fl). 
CamK-Cre;Mct8fl/fl mice exhibit a functional Mct8-expressing blood-brain-barrier and a 
functional hypothalamus pituitary thyroid axis. NMR analyses of the cerebral energy 
metabolism of CamK-Cre;Mct8fl/fl mice after [1-13C] glucose injection revealed less enrichment 
of lactate and a reduced lactate dehydrogenase activity. Moreover, especially astrocyte-specific 
expressed transporter and enzymes of neurotransmitter metabolism and their biosynthesis are 
significantly reduced in comparison to control mice. These results point to a decelerated 
cerebral metabolism as well as a reduced neuronal activity caused by the neuronal loss of Mct8.  
In addition, we studied the impact of Mct8 on the energy metabolism in primary wildtype and 
Mct8-deficient astrocyte and neuron cultures by use of the Seahorse Flux Analyzer. Mct8-
deficient neurons show a reduced uptake of TH, which results in a reduced expression of 
OXPHOS relevant proteins as well as a reduced oxygen consumption rate. Therefore, the in 
vitro raised data provide the observed changes of the CamK-Cre;Mct8fl/fl mice regarding a 
reduced synaptic activity as well as a reduced cerebral metabolism. 
Taken together, the data clearly shows that basic mechanisms of the cerebral metabolism are 
hampered in neuronal Mct8 deficiency. The role of Mct8 in this context needs further analyses 













Vor mehr als 100 Jahren gelang es dem amerikanischen Biochemiker Edward Calvin Kendall 
Thyroxin aus Schilddrüsengewebe zu extrahieren und dieses zu kristallisieren sowie seine 
aktive Wirkung an Hunden und Menschen mit Hypothyreose nachzuweisen (Kendall 1964). 
Nur wenige Jahre später gelang es Charles Robert Harington, aufbauend auf Kendalls Arbeit, 
Thyroxin aus Dijodtyrosin synthetisch herzustellen. Er trug somit zu dessen Strukturaufklärung 
maßgebend bei (Harington et al. 1927).  
Schilddrüsenhormone (SDH) werden in den Thyreozyten der Schilddrüse gebildet und in den 
Blutkreislauf sezerniert, wo sie organspezifisch in geringen Mengen wirken und so den 
Energiestoffwechsel, die Zelldifferenzierung und die Entwicklung des Zentralnervensystems 
(ZNS) regulieren. Zu den klassischen Hormonen zählen Thyroxin (3,3´,5,5´-Tetraiod-L-
thyronin, T4), Trijodthyronin (3,3´,5-Triiod-L-thyronin, T3) und reverses Trijodthyronin 
(3,3´,5´-Triiod-L-thyronin, rT3). Im Blutkreislauf liegen T4 und T3 zu > 99,5% in an 
Transportproteine gebundener, inaktiver Form vor. Zu den Bindeproteinen gehören Thyroxin-
bindendes Globulin (TBG), Transthyretin (TTR) und Albumin, alle mit unterschiedlichen 
Affinitäten und Bindungskapazitäten (Schweizer et al. 2013). Diese Proteine verhindern zum 
einen, dass die hydrophoben Hormone nicht unspezifisch an Lipidmembranen binden, sondern 
erst in den Zielorganen wirken. Zum anderen erhöhen sie die SDH-Reserve im Blut, indem ihr 
Abbau unterbunden wird.  
Die SDH-Aktivität wird durch die Bindung des biologisch aktiven Metaboliten T3 an einen 
nukleären Schilddrüsenhormonrezeptor α oder β (TRα oder TRβ) vermittelt. Hierbei handelt es 
sich um Transkriptionsfaktoren, welche an spezifische Stellen der DNA binden, sog. thyroid 
hormone response elements (TRE), und so durch An- oder Abwesenheit des Hormons und 
spezifischer Co-Aktivatoren oder –Repressoren die Genexpression in Zielgeweben regulieren 
(Bernal 2007). Das THRA-Gen kodiert für drei verschiedene Isoformen des TRα (TRα1-3), 
wobei nur die TRα1-Form in der Lage ist DNA und T3 zu binden. Die Gruppe um Skaf und 
Polikarpov konnte 2014 zeigen, dass an der TRα-Oberfläche eine zweite Hormon-Bindestelle 
für T3 und T4 existiert (Souza et al. 2014). Die physiologische Relevanz dieser zweiten 
Bindestelle muss allerdings noch untersucht werden. Das THRB-Gen kodiert durch alternatives 
Spleißen für zwei Formen (TRβ1/2), wobei beide als funktionale 




TRβ1 zeigen ein entwicklungs- und gewebespezifisches Muster (Williams et al. 2011). Mit der 
Entdeckung des Integrin ανβ3-Rezeptor als T3/T4-bindendes Membranprotein zeigt sich neben 
dem klassischen SDH-vermittelten Weg, dass SDH ihre biologische Aktivität auch über einen 
nicht-genomischen Weg ausüben (Abbildung 1). Über die Bindung an einen membranständigen 
Integrin αvβ3-Rezeptor bzw. über die intrazelluläre Bindung an TRβ wird der PI3K-Signalweg 
oder via der Integrin αvβ3-Rezeptorbindung der MAPK/ERK-Signalweg aktiviert und so 
ebenfalls die Genexpression auf nicht-klassische Weise gesteuert (Davis et al. 2005; Moeller et 
al. 2011a).  
   
Abbildung 1: Darstellung Schilddrüsenhormon-vermittelter Transkriptionsaktivitäten. A) Klassischer Weg via 
TRE/TR-Bindung. B) Aktivierung PI3K-Signalweg via TRβ-Bindung. C) Aktivierung PI3K-Signalweg via 
Integrin αvβ3-Rezeptorbindung. D) Aktivierung MAPK/ERK-Signalweg via Integrin αvβ3-Rezeptorbindung. Aus 
Moeller et al. (2011b). 
Damit T3 aktiv die Genexpression steuern kann, kann dieses neben der Sezernierung durch die 
Schilddrüse (ca. 20%) in den Zielzellen lokal aus T4 konvertiert werden. Dies geschieht mit 
Hilfe selenhaltiger Enzyme, den Dejodasen. Bisher sind in den meisten Vertebraten die drei 
Formen Typ I-III Dejodase, kodiert durch die Gene Dejodase (DIO) 1, 2 und 3, bekannt. Neben 
einer gewebs- und entwicklungsspezifischen Expression, katalysieren diese drei Enzyme eine 
Dejodierung am Phenol- bzw. Tyroslyring (Köhrle 2002). Typ I-Dejodase ist stark in Leber, 
Niere, Hypophyse und Schilddrüse exprimiert und dejodiert sowohl am Phenolring (Bildung 
T3 aus T4), als auch am Tyrosylring (Bildung rT3 aus T4). Die Typ II-Dejodase ist stark in 
braunem Fettgewebe, im Gehirn, besonders in Gliazellen und Tanyzyten, Thymus und Plazenta 
exprimiert. Diese Form ist besonders für die lokale T3-Bildung aus T4 verantwortlich und sorgt 




Dejodase ist besonders stark in fetalem Gewebe, Plazenta und Gehirn exprimiert. Sie sorgt vor 
allem für die Inaktivierung von SDH durch Dejodierung am Tyrosylring (T3 zu 3,3´-T2; T4 zu 
rT3) (Köhrle 2002). Die Abbildung 2 fasst die eben beschriebenen durch Dejodase katalysierten 
Reaktionen anhand der Strukturformeln der einzelnen SDH zusammen.                                 
         
Abbildung 2: Aktivierung und Inaktivierung von Schilddrüsenhormonen mittels Dejodasen. T4 wird entweder 
durch Dejodierung am Phenolring zum biologisch aktiven T3 (via DIO1, DIO2) oder mittels Tyrosylring-
Dejodierung zum inaktiven rT3 (via DIO1, DIO3) umgewandelt. Ein weiterer Abbau zu 3,3´-T2 erfolgt ebenfalls 
mittels Phenol- oder Tyrosylringdejodierung.  
Durch Decarboxylierung und anschließende oxidative Desaminierung werden die klassischen 
Jodthyronine in weitere Metabolite, wie zum Beispiel Thyronamine (TAM) und 
Jodthyroessigsäuren (TAC) verstoffwechselt. Neben den bereits erwähnten Dejodasen spielen 
Decarboxylasen (DC) und Monoaminoxidasen (MAO) hierbei eine Rolle (Wood et al. 2009). 
Biologische und pharmakologische Effekte konnten für 3-Iodothyronamin (3-T1AM) und 3-
Jodthyroessigsäure (TA1) nachgewiesen werden (Scanlan et al. 2004; Hoefig et al. 2015). 
1.1.1 Aufbau der Schilddrüse 
Anatomisch ist die Schilddrüse beidseitig der Luftröhre unterhalb des Kehlkopfes gelegen. Sie 
besteht aus zwei Lappen, die über eine Gewebebrücke (Isthmus glandulae thyroideae), welche 
in der Maus nicht vorhanden ist, miteinander verbunden sind. Aufgebaut ist die Schilddrüse aus 













Epithel angeordnet sind. Im Inneren der Follikel befindet sich das Kolloid, dessen 
Hauptbestandteil das SDH-Vorläuferprotein Thyreoglobulin (Tg) ist. Die beiden 
Schilddrüsenlappen sind von zwei Bindegewebskapseln umgeben und ein dichtes Kapillarnetz 
zwischen den Follikeln sorgt für eine ausreichende Blutversorgung. Zwischen den einzelnen 
Follikeln findet man die C-Zellen, welche das Hormon Calcitonin produzieren, welches neben 
dem Parathormon der Nebenschilddrüse den Calciumhaushalt reguliert. 
1.1.2 Schilddrüsenhormonbiosynthese 
Schilddrüsenhormone werden in den Thyreozyten der Schilddrüse gebildet. Vorläufermolekül 
ist das im Follikellumen befindliche Thyreoglobulin. Jodid wird aus dem Blut aufgenommen 
und durch einen ATP-abhängigen Transportmechanismus (Na+/K+-ATPase) entlang eines 
Natriumgradienten ein Jodid-Ion mit zwei Natrium-Ionen in das Lumen der Thyreozyten 
transportiert. Dieser Prozess wird durch den Natrium/Jodid-Symporter (NIS) gesteuert, welcher 
basolateral an der Membran lokalisiert ist (Dohan et al. 2003). Über den apikal lokalisierten 
Ionenkanal Pendrin wird das aufgenommene Jodid in das Follikellumen abgegeben (Royaux et 
al. 2000). Durch apikal membranassoziierte Thyreoxidasen (DUOX1/2) wird H2O2 gebildet, 
welches das membranständige Enzym Thyreoperoxidase (TPO) zur Oxidation des Jodid nutzt 
(De Deken et al. 2000). Anschließend erfolgt die Jodierung der Tyrosylreste im Thyreoglobulin 
und die Kopplung der entstandenen Mono- und Dijodtyrosine (MIT und DIT) zu T4 (DIT + 
DIT) und zu geringem Anteil T3 (MIT + DIT), katalysiert durch die H2O2-abhängige TPO 
(Taurog et al. 1996). Die Freisetzung der SDH erfolgt, je nach Bedarf, über Endozytose in den 
Thyreozyten und einem Kathepsin-abhängigen lysosomalem Abbau (Friedrichs et al. 2003). 
Über spezifische SDH-Transporter werden T4 und T3 in das Blut abgegeben. Abgebaut und 
ausgeschieden werden SDH in der Leber über die Galle durch Glukuronidierung und 
Sulfatierung sowie Dejodierung. Nicht benötigte MIT und DIT werden im Thyreozyten durch 
sog. Dehalogenasen (Dehal1) dehalogeniert und so das Jodid für eine erneute SDH-Biosynthese 
rückgewonnen (Gnidehou et al. 2004). Anhand dieses komplexen Weges wird bereits 
ersichtlich, dass Fehlregulationen zu erheblichen Einschränkungen oder Krankheiten in 
betroffenen Personen führen können. Eine adäquate Jodzufuhr spielt dabei eine essentielle 
Rolle, denn ein Mangel durch jodarme Ernährung kann zu Hypothyreose führen. Zudem können 
Mutationen im NIS- oder Pendrin-Gen zu einer verringerten Jodtransportaktivität und somit zu 




1.2 Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen Achse (HPT-Achse) 
Die SDH-Freisetzung in die Blutbahn unterliegt einem streng kontrollierten thyreotropen 
Regelkreislauf, der Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen Achse (siehe Abbildung 3). Zu 
diesem Kreislauf zählen drei Komponenten, wobei das Gehirn die oberste Instanz darstellt: 
Nervenzellen des Hypothalamus produzieren das Peptidhormon Thyrotropin-Releasing 
hormone (TRH), welches den TRH-Rezeptor (G-Protein gekoppelter Rezeptor) in thyreotropen 
Zellen der Hypophyse stimuliert und die Produktion und Freisetzung des Thyreoidea-
stimulierenden Hormons (TSH) aktiviert. Dieses bindet an den basolateral membranständigen 
TSH-Rezeptor (G-Protein gekoppelter Rezeptor) der Thyreozyten, wodurch die Jodaufnahme, 
die TPO-Aktivität und die Freisetzung von T4 und T3 in die Blutbahn stimuliert werden. Damit 
es nicht zum Überschuss an SDH im Körper kommt, unterliegt die Bildung und Freisetzung 
einer negativen Rückkopplung. SDH gelangen über die Blutbahn in den Hypothalamus und die 
Hypophyse, wo sie die TRH- und TSH-Synthese unterdrücken und folglich die SDH-
Produktion. Sinkt die T4-/T3-Konzentration im Blut, wird die HPT-Achse wieder stärker 
aktiviert und es werden vermehrt SDH produziert und ausgeschüttet. Fehlregulationen in 
diesem thyreotropen Kreislauf führen zu einer Schilddrüsenunterfunktion, d.h. SDH-Mangel 
(Hypothyreose) oder einer Schilddrüsenüberfunktion, d.h. SDH-Überschuss (Hyperthyreose).  
 
     
Abbildung 3: Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen Achse. Das hypothalamisch produzierte TRH stimuliert 
die Produktion und Sezernierung des hypophysären TSH, welches in der Schilddrüse die Produktion von T4 und 
T3 anregt. Über die Blutbahn werden T4 und T3 zu ihren Zielorganen transportiert, um dort spezifisch ihre 
Aktivität ausüben zu können. Kommt es zu einem Überschuss an T3 und T4 unterdrückt ein negativer 














Bereits in den 1950er Jahren wurden durch verschiedene Arbeitsgruppen Versuche mit 
radioaktiv-markierten SDH und deren Aufnahme in Gewebeschnitten von Herz, Leber und 
Niere durchgeführt. Alle kamen zu dem Ergebnis, dass es sich um eine Aufteilung der 
Metabolite durch passive Diffusion zwischen den einzelnen Kompartimenten handelt, abhängig 
von der Kapazität und Konzentration des TBG als Bindeprotein und dem freien Hormon 
(Freinkel et al. 1957; Beraud et al. 1958). Die bis dato erworbenen Erkenntnisse wurden in der 
„Freien Hormon-Hypothese“ von Robbins und Rall zusammengefasst: Die freie oder 
diffundierbare SDH-Konzentration im Blut und extrazellulären Gewebe bestimmt die Flussrate, 
bei welcher SDH zu ihrem Aktionsort gelangen bzw. abgebaut werden (Robbins et al. 1960). 
Erst in den 1970er Jahren zeigten die Arbeitsgruppen um Hennemann und Rao anhand von 
Versuchen mit isolierten Rattenleberzellen, dass es sich beim T3-Transport um einen aktiven, 
Energie-abhängigen Transport handeln muss (Krenning et al. 1978; Eckel et al. 1979). Es 
folgten weitere SDH-Transportstudien in verschiedensten humanen, murinen und Rattenzellen 
(zusammengefasst in Hennemann et al. (2001)). Zahlreiche Transporter wurden seither kloniert 
und als SDH-Transporter funktional charakterisiert. Darunter wurde der 
Monocarboxylattransporter 8 (MCT8), als spezifischer SDH-Transporter identifiziert (siehe 
1.3.1). Aufgrund ihrer teilweise überlappenden Substratspezifität werden sie verschiedenen 
Familien zugeordnet: Monocarboxylate Transporter (MCT), L-Type Amino Acid Transporter 
(LAT), Organic Anion Transporter Polypeptides (OATP) und Sodium/Taurocholate 
cotransporting polypeptide (NTCP/SLC10A1). Neben einem spezifischen Substratspektrum 
und Substrat-Kinetiken zeigen die Transporter auch unterschiedliche entwicklungs- und 
organspezifische Expressionsmuster, wodurch sie klare Rollen in der SDH-Verfügbarkeit in 
den Organen einnehmen. Die Tabelle 1 fasst die wichtigsten SDH-Transporter und deren 
Expressionsmuster im Gehirn zusammen.  
Tabelle 1: Übersicht der wichtigsten humanen und murinen Schilddrüsenhormontransporter und deren 
Expressionsmuster im Gehirn. Sofern nicht anders gekennzeichnet, handelt es sich um die Proteinexpression in 
den jeweiligen Gehirnarealen. (T) = Nachweis mittels Transkriptexpression. 









(Chan et al. 2011; Friesema et al. 
2012; Kallo et al. 2012) 
(Roberts et al. 2008; Wirth et al. 





Tabelle 1: Übersicht der wichtigsten humanen und murinen Schilddrüsenhormontransporter und deren 
Expressionsmuster im Gehirn. Sofern nicht anders gekennzeichnet, handelt es sich um die Proteinexpression in 
den jeweiligen Gehirnarealen. (T) = Nachweis mittels Transkriptexpression. 
SDH-Transporter Expression im Gehirn Referenz 
mMCT8/SLC16A2 Cortex, Hippocampus, 
Cerebellum, Tanyzyten, 
Hypothalamus 
(Roberts et al. 2008; Wirth et al. 




Cortex, Plexus choroideus, 
Hypothalamus 
Cortex (T), Hippocampus (T), 
Plexus choroideus (T) 
(Wirth et al. 2009; Alkemade et 
al. 2011) 








(Wirth et al. 2009; Chan et al. 
2011) 






Cortex, Hippocampus, Plexus 
choroideus, Mikroglia (fetal) 
Cortex, Hippocampus, 
Cerebellum, Plexus choroideus 
(Wirth et al. 2009; Chan et al. 
2011) 







Plexus choroideus, Tanyzyten, 
Gefäße 
(Roberts et al. 2008; Wirth et al. 
2009; Alkemade et al. 2011) 
(Roberts et al. 2008; Wirth et al. 
2009; Braun et al. 2011a) 
 
Aufgrund von identifizierten humanen pathogenen Mutationen und SDH-Transporter-
defizienten Tiermodellen konnte besonders den Transportern MCT8, MCT10 und OATP14 
eine funktionale Rolle im SDH-Metabolismus nachgewiesen werden (siehe 1.3.3). 
1.3.1 Der Monocarboxylattransporter 8 (MCT8) 
Der Monocarboxylattransporter 8 (MCT8) wurde bereits 1994 von Lafreniere et al. als Gen 
identifiziert und erhielt den Namen XPCT (X-linked PEST-containing transporter). Seine Rolle 
im SDH-Transport blieb bis dahin noch unerkannt (Lafreniere et al. 1994). MCT8 (offizieller 
Genname: SLC16A2) ist ein Transmembranprotein mit 12 Domänen, wobei N- und C-Terminus 
intrazellulär vorliegen, und zählt zur Familie der Major Facilitator Superfamily (MFS). Das 




es für zwei alternative Proteine mit 613 bzw. 539 Aminosäuren (AS) (Schwartz et al. 2007). 
Bisher ist noch unklar, ob die verlängerte N-terminale Variante eine spezifische Rolle spielt. 
Jedoch konnte gezeigt werden, dass wenn das erste Methionin-Startcodon vorhanden ist, diese 
längere Variante bevorzugt exprimiert wird (Kinne et al. 2009). In vielen anderen Spezies, wie 
Maus und Ratte, fehlt das erste Startcodon, wodurch nur die kürzere Variante mit 539 AS 
exprimiert wird. MCT8 ist auf dem humanen Chromosom Xq13 lokalisiert und Mutationen im 
MCT8-Gen führen zu einer schweren Form psychomotorischer Retardierung, dem Allan-
Herndon-Dudley Syndrom (siehe 1.3.2). Friesema et al. identifizierten 2003 Mct8 aus der Ratte 
als spezifischen Schilddrüsenhormontransporter für T4, T3, rT3 und 3,3´-T2 (Friesema et al. 
2003). Im Gegensatz zu anderen Membrantransportern der Monocarboxylattransporter-
Familie, wie zum Beispiel MCT1-4 und MCT10, ist MCT8 nicht in der Lage, aromatische AS 
wie Tyrosin, Phenylalanin oder Tryptophan (Friesema et al. 2003; Braun et al. 2013) und 
Monocarboxylate, wie Laktat (van der Deure et al. 2009) zu transportieren. Zudem benötigt es 
kein assoziiertes Protein, wie zum Beispiel Basigin/CD147 oder Embigin/GP70, um funktional 
an der Plasmamembran exprimiert zu werden. MCT8 hat keine Phosphorylierungs- und 
Glykosylierungsstellen, ist aber in der Lage Dimere und höhere Oligomere einzugehen 
(Biebermann et al. 2005; Visser et al. 2009b). Der MCT8-vermittelte SDH-Transport läuft 
Energie-unabhängig ab und ist sowohl an der Aufnahme, als auch der Abgabe von SDH in und 
aus Zellen beteiligt (Visser et al. 2009a; Kinne et al. 2010). Bisher ist die Struktur des MCT8 
noch nicht aufgeklärt. Basierend auf der Kristallstruktur des bakteriellen Glycerol-3-
Phosphattransporter (GlpT) wurde ein MCT8 Homologiemodell entwickelt. Struktur-
Funktionsanalysen identifizierten zwei Aminosäuren im Transportkanal, die an der 
Substraterkennung beteiligt sind: Arginin 345 (Arg345) in der Transmembranhelix 8 und 
Aspartat 498 (Asp498) in der Transmembranhelix 10. Durch Mutationen des Arg345 und 
Asp498 zu Alanin und funktionalen radioaktiven Transportstudien mit diesen MCT8 Mutanten 
zeigte sich, dass diese beiden AS essentiell für den MCT8-vermittelten T3 Transport sind 
(Kinne et al. 2010; Groeneweg et al. 2014). Des Weiteren wurde Histidin an Stelle 192 als 
wichtige AS im MCT8-vermittelten SDH-Transport identifiziert (Braun et al. 2013; Groeneweg 
et al. 2013). 
1.3.2 Das Allan-Herndon-Dudley Syndrom 
Das Allan-Herndon-Dudley Syndrom (AHDS) ist eine X-chromosomal rezessiv vererbte 
Erkrankung, charakterisiert durch schwere psychomotorische Retardierung (Allan et al. 1944). 




schwerwiegenden intellektuellen Defizit. Kurz nach der Identifizierung des MCT8 als 
spezifischen SDH-Transporter wurden Mutationen im MCT8-Gen in Verbindung mit mentaler 
X-gekoppelter psychomotorischer Retardierung gebracht (Dumitrescu et al. 2004; Friesema et 
al. 2004). Bereits ein Jahr später wurde durch Schwartz et al. eine Verbindung zu dem bereits 
1944 beschriebenen Allan-Herndon-Dudley Syndrom hergestellt (Schwartz et al. 2005). Sie 
identifizierten in sechs Familien Mutationen im MCT8-Gen. Zudem zeigten die Patienten 
schwerwiegende neurologische und motorische Einschränkungen sowie abnormale SDH-
Konzentrationen, die typisch für diese Erkrankung sind: stark erhöhte T3- und verminderte T4-
Serumkonzentrationen, sowie normale bis leicht erhöhte TSH-Werte. Bis heute wurden in mehr 
als 45 Familien mit 125 betroffenen Patienten AHDS-Symptome in Verbindung mit 
abnormalen SDH-Konzentrationen und Mutationen im MCT8-Gen (> 75 identifizierte 
Deletionen, Insertionen, Punktmutationen) gebracht. Als Ursache für die neurologischen 
Defekte in AHDS-Patienten wird ein verminderter T3-Transport in das Gehirn, speziell in 
Neurone, während der fetalen Entwicklung vermutet (Friesema et al. 2006). Dennoch ist der 
AHDS-Phänotyp der Patienten nicht mit klassischen Anzeichen einer unbehandelten 
angeborenen Hypothyreose oder Hypothyreose-induzierten Mausmodellen zu vergleichen. 
Bisher gibt es keine verlässlichen Behandlungsmöglichkeiten. Die Einnahme von variierenden 
SDH-Kombinationen mit und ohne Blockierung der peripheren T3-Konzentration führte zwar 
teilwiese, bei hohen Konzentrationen, zur Normalisierung der SDH-Konzentrationen, jedoch 
hatte dies keine positiven Auswirkungen auf die kognitiven Funktionen (Wemeau et al. 2008; 
Visser et al. 2013). Vielversprechend scheint der Einsatz von SDH-Analoga, namens DITPA, 
Triac und Tetrac, welche unabhängig von MCT8 in Zellen transportiert werden und die SDH-
abhängige Genexpression steuern (Verge et al. 2012; Horn et al. 2013). Jedoch ist hier noch 
eine Menge an Forschungsarbeit und klinischen Studien nötig. In den Niederlanden befindet 
sich die Anwendung von Triac, als T3 Analogon, bereits in der klinischen Phase II 
(NCT02060474). 
1.3.3 Mct8-defiziente Mausmodelle mit Fokus auf den Gehirn-Phänotyp 
Kurz nach der Identifikation von MCT8 als spezifischen T3-/T4-Transporter generierten und 
charakterisierten verschiedene Arbeitsgruppen unabhängig voneinander Mct8-defiziente 
Mausmodelle, um den pathophysiologischen Effekt des Mct8-Verlustes genauer zu analysieren. 
Alle zeigten, dass diese Mäuse den endokrinologischen Phänotyp (erhöhtes T3, erniedrigtes T4 
und normales bis leicht erhöhtes TSH) replizieren, jedoch nicht den neurologischen, wie er in 




Wirth et al. 2011). Messungen der Dejodase-Aktivität in verschiedenen Organen zeigte, dass 
Leber (Dumitrescu et al. 2006; Trajkovic et al. 2007) und Niere (Trajkovic-Arsic et al. 2010) 
in einem hyperthyreoten (erhöhte Dio1-Aktivität) Zustand sind. Das Gehirn im Gegensatz dazu 
aufgrund einer erhöhten Dio2- und reduzierten Dio3-Aktivität eher in einem hypothyreoten 
Zustand ist (Dumitrescu et al. 2006; Trajkovic et al. 2007). Zudem konnten Trajkovic et al. 
zeigen, dass die Aufnahme von T3 in das Gehirn Mct8-defizienter Mäuse stark vermindert ist, 
die T4-Aufnahme bleibt jedoch unbeeinträchtigt (Trajkovic et al. 2007). Wirth et al. konnten 
nachweisen, dass das Gehirn Mct8-defizienter Mäuse nicht generell in einem hypothyreoten 
Zustand ist. Anhand von Verhaltenstest (allgemeines Bewegungs-, Angst- und Putzverhalten) 
zeigten sich Änderungen, die einerseits für eine vorliegende Hyperthyreose und andererseits 
für eine Hypothyreose des Gehirns sprechen (Wirth et al. 2009).  
Der Monocarboxylattransporter 10 (MCT10) wurde als T-Type Amino Acid Transporter 
(TAT1) identifiziert, welcher aromatische Aminosäuren (Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin) 
transportiert (Kim et al. 2002). Dieser Transporter weist eine Aminosäuren-Homologie zu 
MCT8 von 80% in den Transmembrandomänen auf (van der Deure et al. 2010). Sechs Jahre 
später zeigten Friesema et al., dass MCT10 in der Lage ist SDH zu transportieren (Friesema et 
al. 2008). Basierend auf diesen Daten analysierte die Gruppe um Prof. Heike Heuer das Doppel-
knockout (DKO) Mausmodell Mct8/Mct10, um die spezifische Rolle des Mct10 im SDH-
Transport und Metabolismus genauer zu untersuchen. T3- und T4-Serumkonzentrationen 
wurden in Mct10 KO, Mct8 KO, Mct8/Mct10 DKO und Wildtypgeschwistern als Kontrollen 
gemessen. Mct10 KO-Mäuse zeigen normale SDH-Konzentrationen, DKO-Tiere zeigen in 
beiden untersuchten Altersgruppen stark erhöhte T3-Konzentrationen, wie im globalen Mct8 
KO beobachtet. Die Analyse des SDH-Großhirngehaltes in adulten DKO-Tieren ist leicht 
vermindert, aber nicht so stark wie im Mct8 KO-Modell, was für eine teilweise Rettung des 
endokrinen Mct8-defizienten Gehirnphänotyps durch Mct10 spricht. Insgesamt hat der Verlust 
von Mct8 und Mct10 keinen starken Effekt auf den Gehirnphänotyp, dafür einen umso größeren 
auf Leber, Niere und Schilddrüse (Müller et al. 2014). 
2014 generierte erneut die Gruppe um Prof. Heike Heuer ein weiteres SDH-Transporter 
Doppel-knockout Modell: Mct8/Oatp14. Oatp14 wird stark in den Endothelzellen der Blut-
Hirn-Schranke in Mäusen exprimiert. Im menschlichen Gehirn lässt sich dagegen nur eine sehr 
schwache Expression nachweisen. Dies ließ die Gruppe vermuten, dass Oatp14 den Verlust 
von Mct8 in der Maus kompensiert und so der beobachtete neurologische Phänotyp in AHDS-
Patienten im globalen Mct8-defizienten Mausmodell nicht ausgeprägt ist. T3-, T4- und TSH-




In diesem Modell wurde komplett die Aufnahme von T4 und T3 in das Gehirn blockiert, was 
sich in einem stark reduzierten Gehalt im Groß- und Kleinhirn in 21 Tage alten DKO-Mäusen 
widerspiegelt. Um adäquate SDH-Konzentrationen im Gehirn aufrecht zu erhalten, ist die Dio2-
Aktivität stark erhöht, die Dio3-Aktivität stark vermindert. Die Trh-Transkriptexpression ist 
dementsprechend im Hypothalamus ebenfalls stark erhöht. Mit diesem DKO-Mausmodell hat 
die Arbeitsgruppe ein AHDS-Modell generiert an dem pathogene SDH-Mechanismen studiert 
werden können (Mayerl et al. 2014).  
Als weiterer SDH-Transporter ist Lat2 ein interessanter Kandidat. Die Gruppe um Prof. Ulrich 
Schweizer zeigte, dass dieser Transporter potentiell den Verlust von Mct8 in der Maus 
kompensieren könnte. Sie zeigten, dass Lat2 während der Entwicklung im Neuron der Maus 
stark exprimiert wird, im Menschen ist dieser dagegen in frühen Entwicklungsstadien nicht 
nachzuweisen (Braun et al. 2011b). Die Gruppe um Juan Bernal generierte folgend ein weiteres 
DKO-Mausmodell: Mct8/Lat2 an dem sie den Einfluss von Lat2 während der frühen 
postnatalen Gehirnentwicklung analysierten. Sie zeigten, dass Lat2 eine wichtige Rolle in 
einem sehr kurzen Zeitfenster vom postnatalen Tag 0 bis Tag 5 (P0-P5) spielt. Hier zeigte sich, 
dass die Abwesenheit von Lat2 den Effekt von Mct8-Defizienz unterdrückt, was sich in einem 
transienten Anstieg der T3-Konzentration und wichtiger SDH-regulierter Gene im zerebralen 
Cortex äußerte. Nach P5 konnte der Lat2-vermittelte Effekt nicht mehr beobachtet werden. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass Lat2 als SDH-Transporter eine wichtige Rolle im frühen 
postnatalen Entwicklungsprozess des Gehirns einnimmt (Nunez et al. 2014).  
1.4 Schilddrüsenhormone während der Entwicklung 
Schilddrüsenhormone haben einen enormen und vielseitigen Einfluss bereits ab der 
Schwangerschaft bis ins Erwachsenenalter auf die Entwicklung des zentralen und peripheren 
Nervensystems. Deutlich wird der entwicklungsabhängige Einfluss von SDH auf die 
Metamorphose von Amphibien: Zu Beginn der Metamorphose ist ein starker Anstieg von SDH 
zu verzeichnen, zu dem Zeitpunkt, wenn neue Körperteile (Gliedmaßen) ausgebildet werden, 
die Resorption des Schwanzes und die Umwandlung der Organe (Haut, Gastrointestinaltrakt, 
Nervensystem) ablaufen (Laudet 2011). Die Haltung der Larven in einem jodarmen Wasser 
stoppt die Metamorphose und es kommt lediglich zum Größenwachstum der Kaulquappen. 
Anhand dieses Modells wird deutlich, wie wichtig die zeitliche und lokale Verfügbarkeit von 
SDH im Entwicklungsprozess ist. Im Menschen zeigt sich ebenfalls solch eine zeitliche SDH-




Schwangerschaft, wenn der Fetus selbst noch keine funktionale Schilddrüse entwickelt hat, auf 
die adäquate Versorgung durch die Mutter angewiesen. Kommt es zu einer maternalen 
Hypothyreose während der Schwangerschaft kann dies zu Hörschäden-, Lern- und 
Feinmotorik-Beeinträchtigungen des Kindes kommen, wenn diese unerkannt bleibt (Bernal 
2000; Zoeller et al. 2004). Wird eine angeborene Hypothyreose nicht rechtzeitig erkannt und 
behandelt, entwickelt sie sich zum Kretinismus, ein Krankheitsbild charakterisiert durch 
Fehlbildungen des Skelettes, mentaler Retardierung und Sprachstörungen. Der aktive Metabolit 
T3 beeinflusst zudem zahlreiche anabole und katabole biochemische Prozesse: Gluconeogenese 
und Glycolyse, Liponeogenese und Lipolyse sowie den Protein- und Energiestoffwechsel. Ein 
Einfluss von T3 konnte auch auf Haarzellen der Cochlea (Forrest et al. 1996) sowie auf 
Photorezeptoren der Retina (Bort et al. 2002) gezeigt werden.  
1.4.1 Schilddrüsenhormone während der Gehirnentwicklung 
Wie bereits erwähnt, sind SDH in der korrekten Entwicklung des zentralen Nervensystems 
unabdingbar. Sie sind unter anderem verantwortlich für die neuronale Migration in Cerebellum 
und Neocortex (Auso et al. 2004), die Verzweigung von Dendritenbäumen der Purkinje-Zellen 
im Kleinhirn (Heuer et al. 2003), die Reifung von inhibitorischen Interneuronen (Gilbert et al. 
2007) und die Reifung und Differenzierung von Oligodendrozyten (Barres et al. 1994; Harsan 
et al. 2008). Demzufolge stellten sich Forschergruppen bereits in den 1970er Jahren die Frage, 
wie gelangen SDH in das Gehirn und welchen Anteil trägt dabei die Blut-Hirn-Schranke (BHS) 
und welchen Anteil die Blut-Liquor-Schranke (BLS)? Lange bevor SDH-Transporter 
identifiziert und charakterisiert wurden, glaubte man, dass das SDH-Bindeprotein Transthyretin 
(TTR) an der T4-Aufnahme in das Gehirn über die BHS und BLS beteiligt ist. Anhand von 
radioaktiv-markierten T4-Injektionsexperimenten in Ratte und Schaf zeigte sich eine 
Akkumulation der SDH im Plexus Choroideus, was zu der Hypothese führte, dass T4 über 
diesen aufgenommen wird, wo es an das neu-synthetisierte TTR bindet und so seine Verteilung 
im CSF stattfindet (Dickson et al. 1987; Schreiber et al. 1990). Untersuchungen der TTR-
knockout Maus widerlegten diese Hypothese, da diese Mäuse keine phänotypischen 
Veränderungen im Gehirn zeigten und auch T4-, T3- und TSH-Serumkonzentrationen 
unverändert waren (Palha et al. 1994; Palha et al. 1997). Trotzdem stellt TTR ein wichtiges 
SDH-Bindeprotein im Plexus Choroideus dar (Palha et al. 2000). Erst mit der Identifikation von 
SDH-Transportern wurde Licht ins Dunkel gebracht. Die heutige Hypothese zur SDH-
Verfügbarkeit im Gehirn sieht folgendermaßen aus: SDH werden an der luminalen Seite der 




aufgenommen. T4 gelangt wiederum via Mct8 und/oder Oatp14 in den Liquor, wo TTR das 
einzige SDH-Bindeprotein ist, und dann zum Astrozyten (Lat1/2, Mct8), wo es durch die Typ 
II-Dejodase lokal in den aktiven Metaboliten T3 dejodiert wird. Schließlich gelangt T3 in den 
Neuron via Lat1/2 und/oder Mct8, um diesen damit zu versorgen und seine Aktivität am 
nukleären SDH-Rezeptor ausüben zu können und via Dio3 in die inaktive Form überführt zu 
werden (Abbildung 4).  
    
Abbildung 4: Schilddrüsenhormontransport im murinen Gehirn via spezifischer Schilddrüsenhormon-Transporter. 
Schilddrüsenhormone werden über Membran-assoziierte Transporter (Mct8, Oatp14) in Endothelzellen der Blut-
Hirn-Schranke aufgenommen. T4 gelangt mittels Lat1/2 und/oder Mct8 in den Astrozyten, wo es lokal via Dio2 
in den aktiven Metaboliten T3 umgewandelt wird, um schließlich den Neuron damit zu versorgen und seine 
Aktivität am nukleären SDH-Rezeptor ausüben zu können.  
1.4.2 Schilddrüsenhormoneinfluss auf Thermogenese und Energiestoffwechsel 
Bereits 1895 zeigte Magnus-Levy, dass eine exogene Thyroxin-Gabe zu einer Erhöhung des 
Sauerstoffverbrauchs, des Grundumsatzes und der CO2-Produktion in hypo- und euthyreoten 
Individuen führt (Magnus-Levy 1895). Mit der Entdeckung durch Otto Warburg, dass 
Mitochondrien die Zellkompartimente sind in denen sich die Zellatmung abspielt, begann die 
Analyse der Wirkung von SDH auf den mitochondrialen Energiestoffwechsel. Die 
Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen führten dabei eher zu kontroversen 
Ergebnissen: einerseits konnte eine Erhöhung des Sauerstoffverbrauchs in isolierten 
Mitochondrien nach vorheriger Injektion von T3 nachgewiesen werden, anderseits zeigten 
isolierte Mitochondrien nach in vitro Stimulation mit SDH keinen Anstieg (Horst et al. 1989; 
O'Reilly et al. 1992). Zudem wurden in vielen Experimenten zu hohe Dosen (10-6 bis 10-5 
Molar) der SDH eingesetzt, wenn man bedenkt, dass die freie SDH-Konzentration im pM-




Atmungskette komplett entkoppelt wurde. Die Entdeckung, dass 3,5-T2 als SDH-Metabolit die 
Aktivität der Cytochrom C Oxidase reguliert (Lanni et al. 1994), führte zu der 
Schlussfolgerung, dass nicht T4 und T3, sondern ihre Metabolite die Funktion der oxidativen 
Phosphorylierung beeinflussen. Erst mit dem Nachweis der Expression des SDH-Rezeptors 
p43, eine trunktierte Form des TRα1, in Mitochondrien der Leberzellen aus Ratten (Wrutniak 
et al. 1995) wurde angenommen, dass SDH ihre Aktivität durch genomische Effekte vermitteln, 
indem sie die Expression OXPHOS-relevanter Gene beeinflussen (Li et al. 1997). Eine weitere 
Komponente der Thermogenese wird durch SDH beeinflusst, die Na+/K+-ATPase-Aktivität. In 
hyperthyreoten Individuen geht der erhöhte ATP Umsatz und der damit verbundene erhöhte 
Sauerstoffverbrauch mit einer erhöhten Expression und Aktivität dieses Enzyms einher 
(Somjen et al. 1981). Durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren und Entkoppler der OXPHOS 
kann diese analysiert und reguliert werden. Dabei beeinflussen Inhibitoren die 
Substratoxidation, da sie spezifisch an die einzelnen Komplexe der Atmungskette binden. 
Entkoppler dagegen bewirken eine Trennung von Oxidation und Phosphorylierungsvorgängen, 
was zu einer unkontrollierten Atmung führt, gekennzeichnet durch einen Zusammenbruch des 
elektrochemischen Protonengradienten über die innere Mitochondrienmembran und dem Stopp 
der ATP-Produktion, trotz funktionierendem Elektronentransport über die Komplexe I bis IV. 
Ein wirksamer Inhibitor der ATP Synthase ist das Antibiotikum Oligomycin. Als effektiver 
Entkoppler wird oft FCCP (Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon) oder DNP 
(2,4-Dinitrophenol) eingesetzt. Der Begriff Thermogenese beschreibt zudem, dass Wärme 
aufgrund von Stoffwechselaktivitäten in Zellen freigesetzt wird. SDH haben ebenfalls einen 
Einfluss auf diesen Prozess, der durch Entkoppler-Proteine (engl. uncoupling proteins, UCPs) 
katalysiert wird. Diese sind in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und konnten als 
T3-regulierte Gene identifiziert werden (Lanni et al. 2003). Eine starke Expression des UCP2-
Gens konnte im Nucleus arcuatus im Hypothalamus nachgewiesen werden (Horvath et al. 
1999). 
1.5 Energiestoffwechsel im Gehirn 
Das menschliche Gehirn benötigt, trotz seines geringen Masseanteils von gerade mal 2% der 
Gesamtkörpermasse, 20% des aufgenommen Sauerstoffs und 40% der aufgenommenen 
Kohlenhydrate in Form von Glukose als Energielieferanten. Dieser enorme Verbrauch ist dem 
Aufrechterhalten von Ionen-Gradienten während zerebraler Aktivität in Form von 




und Neuronen und ihre Organisation als „dreigeteilte Synapse“ (engl. tripartite synapse) spielt 
dabei eine wichtige Rolle. Ein Astrozyt steht in Kontakt mit bis zu 600 neuronalen Dendriten 
(Halassa et al. 2007) und mehr als 100.000 Synapsen und Blutgefäßen (Bushong et al. 2002; 
McCaslin et al. 2011). Durch die astrozytäre Expression von Glukose-Transportern (GLUT1) 
stellen sie somit die Energiesubstratversorgung und den -austausch zwischen Blutkapillaren 
und Neuronen her. Astrozyten sind neben Stütz- und Versorgungszellen für Neurone vor allem 
multifunktionale Regulatoren. Sie sind beteiligt am Auf- und Abbau überschüssiger 
Neurotransmitter, wie Glutamat (Glu) und γ-Aminobuttersäure (GABA), aus dem synaptischen 
Spalt nach Beendigung einer neuronalen Erregung/Hemmung (Anderson et al. 2000), 
kontrollieren die lokale Blutversorgung (Zonta et al. 2003) und versorgen Neurone mit 
Substraten für die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) (Pellerin et al. 1998). Neben 
Glukosetransportern exprimieren Astrozyten zahlreiche Neurotransmitter-Rezeptoren 
(Glutamat-, GABA-, Acetylcholin-Rezeptor) und Transporter (MCT1 für Laktat, Slc1a2 für 
Glutamat). Wie bereits erwähnt schützen Astrozyten Neurone vor Glutamattoxizität indem sie 
dieses durch Na+-abhängige exzitatorische Aminosäure-Transporter (EAATs) aus dem 
synaptischen Spalt aufnehmen und in das von Neuronen verwertbare Glutamin (Gln) in einer 
ATP-abhängigen Reaktion via dem Astrozyten-spezifischen Enzym Glutaminsynthetase (GS) 
umwandeln. Glutamin wird in die Neurone zurück transportiert, wo es erneut in Glutamat via 
Phosphat-aktivierter Glutaminase (PAG) verstoffwechselt wird und dem Neuron als 
Neurotransmitter wieder zur Verfügung steht. Dieser Prozess wird als Glutamat-Glutamin-
Shuttle bezeichnet (Barres 1991). Das aufgenommene Glutamat kann aber auch in Metabolite 
(α-Ketoglutarat) des Citratzyklus (TCA) verstoffwechselt werden (Abbildung 5). Neben 
Glutamat als anregenden Neurotransmitter gibt es GABA, als inhibitorischen Neurotransmitter. 
Nach Ausschüttung in den präsynaptischen Spalt und Bindung an den GABA-Rezeptor des 
postsynaptischen Neurons kommt es zur Stabilisierung des Ruhepotentials und die Nervenzelle 
ist weniger erregbar. GABA wird ebenfalls effektiv aus dem präsynaptischen Spalt entsorgt. 
Der größte Teil wird selbst vom Neuron wieder aufgenommen. Ein geringer Anteil wird im 






Abbildung 5: Der Glutamin-Glutamat-GABA Zyklus zwischen Astrozyten und Neuronen. Der anregende 
Neurotransmitter Glutamat (Glu) stimuliert post-synaptische Neuronen. Das Signal wird gestoppt durch die 
Transporter-vermittelte Aufnahme in einem Na+/Glutamat Co-Transport in den Astrozyten. Im Astrozyten wird 
Glutamat via Glutaminsynthetase (GS) zu Glutamin (Gln) verstoffwechselt und steht so dem Neuron für eine 
erneute Glutamat-Synthese via Phosphat-aktivierter Glutminase (PAG) zur Verfügung. Des Weiteren wird 
Glutamat in α-Ketoglutarat (α-KG), ein Metabolit des Citratzyklus (TCA Zyklus), umgewandelt und steht so dem 
oxidativen Metabolismus zur Verfügung. Der inhibierende Neurotransmitter GABA führt zur Stabilisierung des 
Ruhepotentials, wodurch die Nervenzelle weniger erregbar ist. Ein Großteil des GABA wird zum einen selbst vom 
Neuron wieder aufgenommen, ein geringerer Teil wird zum anderen in den Astrozyten aufgenommen und über 
Succinat und α-KG zu Glutamat recycelt. Glutamatdehydrogenase/Aspartat-Aminotransferase (GDH/AAT), 
Glutamatdecarboxylase (GAD), GABA-Transaminase/Succinat-Semialdehyddehydrogenase  (GABA-
T/SSADH). Copyright ©2006, American Society for Neurochemistry, leicht modifiziert. 
Eine weitere Konsequenz der Glutamat-Aufnahme ist, dass anaerobe Glykolyse in Astrozyten 
stimuliert wird, wodurch Glukose abgebaut und Laktat produziert wird. Treibende Kraft dafür 
ist eine Na+-Akkumulation im Astrozyten aufgrund des Na+/Glutamat-Co-Transportes (1 
Glutamat-Molekül + 3 Na+-Ionen), wodurch die Aktivität der Na+/K+-ATPase erhöht wird und 
somit auch der ATP-Verbrauch. Dieser Prozess stellt einen direkten Mechanismus zwischen 
neuronaler Aktivität und Glukosenutzung dar (Pellerin et al. 1994) und wird als Astrozyt-
Neuron Laktat Shuttle Hypothese (ANLSH) bezeichnet (Kasischke 2008). Mehrere 
Arbeitsgruppen befassten sich mit dieser Hypothese und bewiesen in verschiedenen in vitro 
und in vivo Versuchsansätzen, dass Laktat eine bevorzugte Energiequelle für neuronale 
Aktivität ist. Eine sehr detaillierte und exzellente Zusammenfassung ist in dem Review von 
Stobart und Anderson nachzulesen (Stobart et al. 2013). Neurone, als hoch-energetische Zellen, 
sind jedoch nicht in der Lage Energiesubstrate in Form von Glykogen zu speichern. Astrozyten 
dagegen sind in der Lage geringe Mengen an Glykogen als Energiesubstrat zu speichern, 
welches sie, im Falle eines erhöhten Energiebedarfs, für die neuronale OXPHOS via Glykolyse 




      
Abbildung 6: Die Astrozyten-Neuron-Laktat Shuttle Hypothese (ANLSH). Glukose wird via GLUT1 in 
Astrozyten aufgenommen, zu Glukose-6-Phosphat (Glc-6-P) abgebaut und in Form von Glykogen als 
Energiesubstrat gespeichert. Synaptische Übertragungen induzieren die anaerobe Glykolyse und Laktat-
Produktion aufgrund der Glutamataufnahme in Astrozyten. Dies wiederum führt aufgrund eines erhöhten 
Energiebedarfs zur Stimulation der Glukoseaufnahme und Abbau des gespeicherten Glykogens. Laktat wird 
mittels MCT1 aus dem Astrozyten in den extrazellulären Raum transportiert und mittels MCT2 in den Neuron 
aufgenommen. Dieser ist in der Lage mittels Laktat-Dehydrogenase Pyruvat herzustellen und dies für den 
neuronalen oxidativen Metabolismus zu nutzen. Aus Stobart et al. (2013). Laktat (Lac), Pyruvat (Pyr), Excitatory 
Amino Acid Transporter (EAAT), Glykogensynthase (GlyS), Glykogenphosphorylase (GlyP), Glukose-6-
Phosphat (Glc-6-P).  
Sowohl Neurone, als auch Astrozyten verfügen über ihren eigenen Citratzyklus, wobei beide 
streng aneinander gekoppelt sind, um den Gehirnstoffwechsel aufrecht zu erhalten. Mit Hilfe 
der NMR-Technologie (1H und 13C NMR) ist es möglich einen genaueren Einblick in die Rolle 
und enge Kooperation von Neuronen und Astrozyten im Gehirnstoffwechsel in vivo zu 
erlangen. Eine intravenöse Infusion von zum Beispiel 13C markierter Glukose in das Gehirn 
ermöglicht es, den Abbau der markierten Glukose über Glykolyse, astrozytären und neuronalen 
Citratzyklus sowie der Bildung der Neurotransmitter Glutamat, Glutamin und GABA genauer 
zu untersuchen (Gruetter et al. 2001; Mason et al. 2004; Rodrigues et al. 2013b). Die Abbildung 
7 zeigt schematisch den Verlauf von intravenös injizierter [1-13C] markierter Glukose bzw. [2-
13C] Acetat über astrozytäre und neuronale Glykolyse, Citratzyklus und 
Neurotransmitterstoffwechsel. Anhand dieser Abbildung wird ersichtlich, wie eng der 





Abbildung 7: Übersicht des zerebralen Metabolismus im Neuron und Astrozyten nach Infusion von [1-13C] 
markierter Glukose bzw. [2-13C] markiertem Acetat und deren Verstoffwechselung in Metabolite. Schwarze und 
graue Markierungen symbolisieren das jeweilige 13C-markierte Kohlenstoffatom im Metaboliten. Vierecke 
symbolisieren den 13C-Einbau in Citratzyklus-Metabolite via dem astrozytären Pyruvat-Carboxylase (PC)-Weg 
von Pyruvat zu Oxalacetat (anaplerotische Reaktion). Bild aus de Graaf et al. (2003). Laktatdehydrogenase (LDH), 
Pyruvatcarboxylase (PC), Pyruvatdehydrogenase (PDH), Glutamatdehydrogenase/Aspartat-Aminotransferase 
(GDH/AAT), Glutamatdecarboxylase (GAD), Glutaminsynthase (GS), GABA-Transaminase/Succinat-
Semialdehyddehydrogenase (GABA-T/SSADH), Phosphat-aktivierte Glutaminase (PAG), GABAerge 
Neurotransmission (NTGABA), glutamaterge Neurotransmission (NTGlu). 
1.6 Zielsetzung der Arbeit 
Konstitutiv Mct8-defiziente Mäuse replizieren den abnormalen Schilddrüsenhormonphänotyp 
(erhöhte T3-, erniedrigte T4- und normale bis leicht erhöhte Tsh-Konzentrationen), aber nicht 
den neurologischen, wie er in AHDS-Patienten beobachtet wird. Zudem zeigen 
Verhaltensstudien, dass das Gehirn dieser Mäuse nicht in einem global hypothyreoten Zustand 
ist, sondern auch in spezifischen Gehirnarealen hyperthyreote Merkmale aufweist. Dies 
verdeutlicht, dass eine zelluläre und ortsspezifische Regulation durch SDH bei Abwesenheit 
von Mct8 vorliegt. Um den neurologischen Phänotyp besser zu verstehen, wird die Komplexität 
des Gehirns mit all seinen Zelltypen berücksichtigt. Dazu wurde ein Neuron-spezifisches Mct8-
defizientes Mausmodell (CamK-Cre;Mct8fl/fl) generiert und in dieser Arbeit die Hypothalamus-




im Gehirn dieser Mäuse untersucht. Zum Vergleich wurden gleichalte konstitutiv Mct8-
defiziente Mäuse herangezogen.  
Es liegt die Vermutung nahe, dass eine Repression des Energiestoffwechsels in MCT8-
Defizienz zu den sprachlichen und motorischen Funktionseinschränkungen in betroffenen 
Patienten führt. Um diese Hypothese zu untersuchen, soll in Kooperation mit Prof. Juan Bernal 
(Madrid, Spanien) mittels NMR Messungen die Nutzung von Glukose im Gehirn in CamK-
Cre;Mct8fl/fl-Mäusen in vivo untersucht werden. Die Analysen des Neuron-spezifischen Mct8-
defizienten Mausmodells sollen helfen die Rolle von Mct8, nebst einer funktionalen Blut-Hirn-
Schranke, im zerebralen Energiestoffwechsel genauer zu analysieren.  
Um die beobachteten Änderungen im komplexen Mct8-defizienten Gehirn besser zu deuten, 
werden primäre Wildtyp- und Mct8-defiziente Astrozyten- und Neuronkulturen bezüglich einer 
SDH-abhängigen Regulation des Energiestoffwechsels mit Hilfe des Seahorse XFe Flux 
Analyzer parallel zu den in vivo Studien in vitro untersucht. Definierte Serum-freie 
Kulturmedien erlauben zudem eine Variation der SDH-Konzentrationen (0nM, 3nM und 10nM 
T3 bzw. T4) in Anwesenheit von BSA als SDH-Bindeprotein. Mögliche Änderungen der 
mitochondrialen Atmungskette werden auf RNA- und Proteinebene nach Langzeitkultivierung 
von fünf Tagen mit den verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen wichtiger 
Komplexuntereinheiten analysiert.  
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2 MATERIALIEN UND METHODEN 
2.1 Geräte 
Analysewaage    Sartorius (Göttingen) 
Autoklav Varioklav    Thermo Scientific (Waltham, USA) 
Axioskop 2 mot plus    Carl Zeiss (Oberkochen) 
Biophotometer    Eppendorf (Hamburg) 
CFX ConnectTM Real Time System  Bio-Rad (München) 
DELFIA PlateShake    Perkin Elmer (Rodgau-Jügesheim) 
Dismembrator     B. Braun Biotech International (Melsungen) 
Elektrophoresekammer   Bio-Rad Laboratories (München) 
Gamma-Counter, Wallac 1470  Perkin Elmer (Massachusetts, USA) 
Inkubator HERAcell®   Heraeus Holding (Hanau) 
Kühlzentrifuge 5417R   Eppendorf (Hamburg) 
Kühlzentrifuge Megafuge 1.0  Heraeus Holding (Hanau) 
Leica CM 3000 Kryostat   Leica (München) 
Mastercycler® Gradient   Eppendorf (Hamburg) 
Mikroplatten Reader infinite M200 Pro Tecan (Männedorf, Schweiz) 
Netzgerät EPS 601 Power Supply  Amersham Biosciences (Freiburg) 
pH-Meter inoLab Benchtop   WTW (Weilheim) 
Photometer NanoDrop 1000   Thermo Scientific (Waltham, USA) 
Pipetten Eppendorf Research   Eppendorf (Hamburg) 
Pipettierhilfe acu-jet pro   A. Hartenstein (Würzburg) 
Präparierbesteck    FST Fine Tools GmbH (Heidelberg)  
Rotarod for Mice 7650   UGO Basile (Varese, Italien) 
Röntgenfilmkassette    Kodak (Rochester, USA) 
Safe 2010 Laminair     Heto-Holten (Allerod, Dänemark) 
Seahorse XFe Flux Analyzer   Seahorse Bioscience (Massachusetts, USA) 
SDS-PAGE System    Bio-Rad Laboratories (München) 
Transferblotapparatur Trans Blot SD Bio-Rad Laboratories (München) 
Ultraschallstab Labsonic M   B. Braun Biotech (Melsungen) 
UV-Transilluminator V-90M   Benda (Weisloch)  
Waage CP2201-OCE    Sartorius (Göttingen)  




Die üblichen, für den Laborbedarf verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden 
Herstellern bzw. Vertrieben bezogen: A. Hartenstein (Würzburg), Bio-Rad Laboratories 
(München), Life Technologies (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), 
Sarstedt (Nürnbrecht), Seahorse Bioscience (Massachusetts, USA), Sigma-Aldrich Chemie 
(Steinheim) und VWR International (Hannover).  
Verbrauchsmaterialien und Medien für die Zellkultur wurden bei folgenden Herstellern bzw. 
Vertrieben erworben: Biochrom (Berlin), Life Technologies (Darmstadt) und TPP Techno 
Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz). 
2.2.1 Chemikalien und Reagenzien 
Die, für die Versuche, verwendeten Chemikalien wurden in den höchsten verfügbaren 
Reinheitsgraden bei folgenden Herstellern bzw. Vertrieben erworben: Bio-Rad Laboratories 
(München), Carl Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roche Diagnostik (Mannheim), Serva 
Feinbiochemika (Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim) und VWR International 
(Hannover). 
Radioaktive Reagenzien wurden ausschließlich über Perkin Elmer (Massachusetts, USA) 
bezogen. 
2.2.2 Vorgefertigte Reagenziensysteme 
ABsolute qPCR SYBR Green Fluorescein Mix  ThermoScientific, UK 
Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare, UK 
AurumTM Total RNA Mini Kit    Bio-Rad Laboratories, München 
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate   Bio-Rad Laboratories, München 
LSAB+, Dako Detection System    Glostrup, Dänemark 
iScript cDNA Synthese Kit     Bio-Rad Laboratories, München 
M.O.M. Kit       Vector, Burlingame USA 
PierceTM BCA Protein Assay Kit    Life Technologies, Darmstadt 
Vectastain ABC Kit      Vector, Burlingame, USA 
2.2.3 Oligonukleotide 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 22 unter Angabe der Sequenz 
aufgelistet. Diese wurden von der Firma Life Technologies (Darmstadt) synthetisiert. 




Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikörper sind in der folgenden Tabelle 2 gelistet. 







rabbit α-Mct8 1:500 1:250 Atlas, Schweden 
rabbit α-Parvalbumin  1:2000 Swant, Schweiz 
mouse α-Calbindin  1:1000 Swant, Schweiz 
rabbit α-Calretinin  1:4000 Swant, Schweiz 
mouse α-NeuN  1:1000 Millipore, Darmstadt 
mouse α-Gad65  1:2500 Chemicon® 
mouse α-Gad67  1:2500 Chemicon® 
rabbit α-β-Aktin 1:2000  Rockland, USA 
Total OXPHOS 
Rodents 





Cy3TM goat α-mouse 
IgG 
1:1000  Jackson Immuno 
Research, USA 
Cy5TM goat α-rabbit 
IgG 
1:1000  Jackson Immuno 
Research, USA 
2.3 Software und Datenbanken 
Tabelle 3: Zusammenfassung aller verwendeten Software und Datenbanken 
Software 
Axio Vision Rel 4.7 Carl Zeiss MicroImaging (Göttingen) 
EndNote X7.4 Thomson Reuters (New York, USA) 
GraphPad Prism 5.0 GraphPad Prism Software (San Diego, CA/USA) 
Bio-Rad iCycler CFX Manager 3.1 Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA/USA) 
Microsoft Office 2007 Microsoft Deutschland (Unterschleißheim) 
Primer 3 Version 4.0 http://frodo.wi.mit.edu 
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Tabelle 3: Zusammenfassung aller verwendeten Software und Datenbanken 
Software 
Wave Seahorse XFe Instrument 
Controller und Desktop Version 
Seahorse Bioscience (Massachusetts, USA) 
Datenbanken 
Allen Brain Atlas http://www.brain-map.org 
BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 




UCSC Genome Bioinformatics http://genome.ucsc.edu 
2.4 Mauslinien, Mauszucht und Maushaltung 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien wurden in den Tierhaltungen der 
Forschungseinrichtungen für Experimentelle Medizin (FEM) der Charité-Universitätsmedizin 
Berlin nach Vorgaben der lokalen Behörden (Landesamt für Gesundheit und Soziales, Berlin) 
gehalten und gezüchtet. Wasser und Futter standen dabei ad libitum zur Verfügung und der 
Tag/Nacht Rhythmus (12h/12h) wurde automatisch kontrolliert.  
Die globale Mct8-defiziente Mauslinie wurde von der Firma Deltagen (San Mateo, CA, USA) 
hergestellt und bezogen. Zuchten erfolgten immer im gleichen Verpaarungsschema: ein 
Wildtyp-Männchen wurde mit einem heterozygoten Weibchen verpaart, wobei folgende 
Nachkommen erhalten wurden: Wildtyp (Mct8+/y) und Mct8 knockout (Mct8-/y) Männchen 
sowie Wildtyp (Mct8+/+) und heterozygote (Mct8+/-) Weibchen. Somit erhielt man aus einem 
Wurf Kontrolltiere und männliche Mct8-defiziente Tiere.  
Für Untersuchungen an primären kortikalen Neuronkulturen wurden heterozygote Mct8-
defiziente Weibchen in der FEM terminiert verpaart und zum Gestationszeitpunkt E14 geliefert.  
Die gefloxte Mct8-Maus (Mct8fl/fl) wurde von EUCOMM bezogen (ausführliche 
Stammbezeichnung: Slc16a2tm1a(Komp)Wts). Zur Generierung des Knockout-Allels wurde in 
Exon 2 eine LacZ/Neo-Kassette inseriert. Die Abbildung 8 A zeigt schematisch die 
Vektorkarte. Das Design des Vektors ermöglicht einen sog. Knock-out first allele mit einer 
promotor-driven cassette: Nach Rekombination mit einer FLP-Rekombinase (erkennt FRT-
Stellen) wird dieses Allel in ein konditionelles Allel umgewandelt und es verbleiben lediglich 
zwei loxP-Stellen im Organismus, welche das dritte Exon flankieren. Diese können von einer 
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Cre-Rekombinase erkannt werden. Dadurch kommt es bei erfolgreicher Cre-Rekombination 
zur Translation eines trunkierten Proteins und somit zum Abbau dieses. Ebenfalls 
gekennzeichnet in der Vektorkarte sind die Stellen, an denen die Typisierungsprimer 
(Slc16a2_4111_fwd/rev) binden und je nach Genotyp eine Unterscheidung nach Wildtyp (WT, 
410 bp), heterozygot (Mct8+/fl, 410 bp + 525 bp) und knockout (Mct8fl/y, 525 bp) möglich 
machen (Abbildung 8 A und B). 
Die CamKIIα-Cre-Mauslinie wurde von Prof. Schütz (DKFZ, Heidelberg, Deutschland) 
bezogen. Diese Cre-Rekombinase, welche unter der transkriptionellen Kontrolle des CamKIIα-
Promotors steht, ermöglicht nach Verpaarung mit gefloxten Mäusen, einen spezifischen 
knockout in neuronalen Zellpopulationen in Cortex, Hippocampus und Amygdala sowie zu 
geringerer Intensität in Striatum und Hypothalamus (Casanova et al. 2001). Die Abbildung 8 B 
zeigt das nach Typisierung erhaltene Bandenmuster zur Identifikation CamK-Cre-positiver 
(345 bp) Mäuse, wobei eine interne Kontrolle des CamKII-Locus (290 bp) mitgeführt wurde.   
Durch die Verpaarung eines Cre-negativen gefloxten Männchen (Mct8fl/y) mit einem Cre-
positiven heterozygoten gefloxten Weibchen (CamK-Cre;Mct8+/fl) wurden sowohl männliche 
als auch weibliche Wildtyp (WT) Kontrollen und Neuron-spezifische Mct8-defiziente Mäuse 
(CamK-Cre;Mct8fl/y bzw. CamK-Cre;Mct8fl/fl) in einem Wurf generiert. Alle verwendeten 
Mauslinien wurden auf dem C57BL/6 Background gezüchtet und verpaart.  
                                                                           
Abbildung 8: A) Vektorkarte „Mct8 Knock-out first allel“ 
(promotor driven) von EUCOMM 
(https://www.komp.org/ProductSheet.php?cloneID=55768). 
Nach Rekombination mit einer FLP-Rekombinase wird dieses 
Allel in ein konditionales Allel umgewandelt und es verbleiben 
zwei loxP-Stellen im Organismus, welche Exon 3 des Mct8-Gens 
flankieren. Zudem sind die Primerbindestellen 
(Slc16a2_4111_fwd/rev) für Genotypisierungen gekennzeichnet. 
B) Genotypisierung CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäuse. 1: Mct8fl/y (525 
bp), 2: Mct8+/fl, 3: Wildtyp (410 bp), 4: CamK-Cre negativ, 5: 
CamK-Cre positiv, M: DNA-Marker 
2.5 Rotarod 
Rotarod-Analysen wurden zur Untersuchung motorischer Störungen bei Mäusen durchgeführt. 
Als zu bewertender Parameter galt die Zeit, welche eine Maus auf einem rotierenden Stab mit 
Slc16a2 4111 rev Slc16a2_4111_fwd 
B 
  floxed Slc16a2               CamK-Cre 
    1        2       3       M       4       5 
A 
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ansteigender Drehzahl bis zum Fall verbringt. Es wurden fünf Läufe bis maximal 5 Minuten 
nacheinander durchgeführt, wobei zwischen jedem Lauf vier Minuten Pause eingehalten 
wurden.  
2.6 Gewinnung von murinem Probenmaterial 
Die Tötung der Versuchstiere erfolgte gemäß ihres Alters nach den Richtlinien des 
Tierschutzgesetzes. Tiere ab dem 20. Lebenstag wurden durch zervikale Dislokation getötet, 
jüngere Tiere direkt durch Dekapitation. Vollblut wurde durch Anschneiden der rechten 
Herzkammer gesammelt, bis zur Gerinnung auf Eis gelagert und mittels Zentrifugation bei 
10.000xg, 4°C für 10 min das Serum gewonnen. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Um das 
restliche Blut aus dem Körper der Maus zu spülen, wurden diese nach der Blutentnahme mit 20 
ml 0,1 M Natriumphosphat-Puffer (PB) über die linke Herzkammer perfundiert, die Zielorgane 
zügig entnommen und direkt in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren 
Aufarbeitung (RNA, Protein) bei -80°C gelagert. Um Proteine oder RNA aus Geweben 
gewinnen zu können, erfolgte die Pulverisierung unter Verwendung eines Dismembrators. Die 
Organe und benötigten Hilfsmittel wurden über die gesamte Aufarbeitungsdauer auf 
Trockeneis bzw. in flüssigem Stickstoff gelagert. Das Organ wurde in ein vorgekühltes 
Teflongefäß mit einer Zertrümmerungskugel überführt, in den Dismembrator eingespannt und 
bei 2000 rpm für 1 min pulverisiert und bei -80°C gelagert. Organe, welche für 
immunhistochemische Versuche verwendet wurden, wie zum Beispiel Gefrierschnitte des 
Gehirnes, wurden nach Perfusion über Nacht in 4% Paraformaldehyd/PB (PFA) fixiert und 
anschließend in 30%ige Saccharoselösung überführt (Kryoprotektion). Das Durchfrieren 
kryoprotektierter Gehirne erfolgte in Multiwell-Platten auf Trockeneis und deren Lagerung bei 
-80°C. Schilddrüsen wurden über Nacht in 4% PFA/PB zur Fixierung gelagert und am Folgetag, 
bis zur Einbettung in Paraffin, in 0,1 M Phosphatpuffer überführt und bei 4°C  gelagert. 
2.7 Molekularbiologische Methoden 
2.7.1 Isolation genomischer DNA zur Genotypisierung verschiedener Mauslinien 
Die Genotypisierung der Nachkommen der CamK-Cre;Mct8fl/fl- und Mct8-Mauszuchten 
erfolgte mittels Biopsien der Ohrlochmarkierung oder Schwanzspitze. Diese wurden in 100 µl 
alkalischem Lysepuffer (Chomczynski et al. 2006) für 1 Stunde bei RT oder über Nacht  bei 
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4°C inkubiert und von dieser Lösung direkt 1µl in die PCR-Reaktion (siehe Tabelle 4) 
eingesetzt. Für die Typisierung von Mausembryonen für primäre neuronale Zellkulturen 
wurden Reste des Gehirns nach Präparation ebenfalls für 1 Stunde in 100µl Lysepuffer bei RT 
inkubiert und vor der PCR noch einmal 1:100 in dH2O verdünnt. Die verwendeten Primer sind 
der Tabelle 5 zu entnehmen. Die PCR-Reaktionen erfolgten nach Optimierung für jedes 
spezifische Gen in einem Thermocycler (Tabelle 4, beispielhaft für Amplifikation des gefloxten 
Mct8-Gens). Die Auftrennung der PCR-Fragmente wurde anschließend in einem 1,5%igen 
Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel in Natriumborat-Puffer überprüft.  
Tabelle 4: Ansatz für eine Genotypisierungs-PCR Reaktion der Mct8fl/fl-Mauslinie 
Komponenten Reaktionsvolumen [µl] Programm 
DNA 1,0  
     94°C – 4 min 
     94°C – 30 sec 
     63°C – 50 sec      35x 
     72°C – 1 min 
     72°C – 3 min 
 
10xPuffer + MgCl2 3,0 
10mM dNTPs 1,5 
10µM Slc16a2_4111_fwd - Primer 1,0 
10µM Slc16a2_4111_rev - Primer 1,0 
Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,1 
dH2O auf 30,0 µl 
Tabelle 5: Übersicht der verwendeten Genotypisierungsprimer mit entsprechender Sequenz. Fwd = vorwärts, rev 
= rückwärts 
Primer Primersequenz (5´  3´) 
Slc16a2_4111_fwd AAGTGCTGAGCCATCTTCCC 
Slc16a2_4111_rev AGATGTGTACCACCACCCCC 
CamK_Primer A GGTTCTCCGTTTGCACTCAGGA 
CamK_Primer B CCTGTTGTTCAGCTTGCACCAG 




2.7.2 RNA Isolierung 
Ziel dieser Methode war es, aus zuvor kultivierten Zellen oder diversen Mausgeweben 
(Hypophysen-, Cortexpulver, etc.) die Gesamt-RNA zu isolieren. Hierfür wurde das AurumTM 
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Total RNA Mini Kit von Bio-Rad verwendet. Die Isolierung erfolgte nach Angaben des 
Herstellers. Die Elution der RNA erfolgte in 40µl für primäre Zellen bzw. 80µl für Gewebe in 
Elutionspuffer und konnte bei -80°C für längere Zeit gelagert werden. 
2.7.3 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA 
Die Konzentrationsbestimmung isolierter DNA bzw. RNA erfolgte mit Hilfe des NanoDrop. 
Gemessen wurde bei einer Wellenlänge von 260 nm, was dem Absorptionsmaximum von DNA 
und RNA entspricht. Die Quotienten 260/280 und 260/230 wurden als Parameter für die 
Reinheit der Nukleinsäuren berücksichtigt. 
2.7.4 Reverse Transkription von RNA zu cDNA 
Das Prinzip der Reversen Transkription beruht auf der Synthese des komplementären cDNA-
Strangs (complementary DNA) zu zuvor isolierter RNA (siehe 2.7.2) mit Hilfe des Enzyms 
Reverse Transkriptase aus dem Moloney murine leukemia virus (M-MLV-RT). Hierfür wurde 
das Kitsystem iScript cDNA Synthesis von Bio-Rad verwendet. Der so erzeugte RNA-DNA-
Hybrid wurde als Ausgangsmaterial für Genexpressionsanalysen mittels quantitativer Real 
Time PCR genutzt (siehe 2.7.5). Die Erststrangsynthese erfolgte in folgendem Ansatz und 
Programm (Tabelle 6) im Thermocycler. Gelagert wurde die cDNA bei -20°C. 
Tabelle 6: Ansatz für Erststrangsynthese von cDNA aus RNA und dazugehöriges Programm 
Komponenten Reaktionsvolumen [µl] Programm 
5x iScript Reaction Mix 4,0 25°C – 5 Minuten 
42°C – 30 Minuten 
85°C – 5 Minuten 
 
iScript Reverse Transcriptase 1,0 
500 ng RNA X 
Nuklease-freies Wasser auf 20,0 µl 
2.7.5 Quantitative Real Time PCR (qPCR) 
Für die Analyse spezifischer Genexpressionen in Geweben oder Zellen wurde die qPCR 
genutzt. Hierzu wurden die in Tabelle 22 angegebenen Gen-spezifischen Primer verwendet. 
Die Durchführung beruht auf der SYBR Green Methode, bei der dem Reaktionsansatz der 
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green zugegeben wird, welcher in die neu-synthetisierte DNA 
interkaliert und bei Anregung fluoresziert. Somit steigt die Zunahme der Fluoreszenz 
proportional mit der Zunahme der neu-synthetisierten DNA über den Messverlauf, welche am 
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Ende der Elongationszeit jedes Zyklus im iCyler detektiert wurde. Als Maß für die 
Quantifizierung galten hierbei die mittels Software CFX Manager 3.1 ermittelten Ct-Werte 
(cycle of treshold) eines Kontrollgens (18S als housekeeping gene) sowie des zu 
untersuchenden Gens. Änderungen der Genexpression wurden schließlich mit der ΔCt- oder 
ΔΔCt-Methode berechnet. Zum Test der Primerspezifität wurde bei erster Verwendung eine 
Schmelzkurve mitgeführt und das PCR-Produkt, zur Überprüfung der Fragmentgröße, in einem 
Agarosegel aufgetrennt. Der Reaktionsansatz sowie das Messprotokoll sind Tabelle 7 zu 
entnehmen.  
Tabelle 7: Ansatz für eine quantitative Real-Time PCR und dazugehöriges Programm 
Komponenten Reaktionsvolumen [µl] Programm 
SYBR Green Mix 12,5      95°C – 15 min 
     95°C – 30 sec 
     62°C – 45 sec     40x 
     72°C – 30 sec 
     72°C – 3 min 
10 µM Vorwärtsprimer 0,25 
10 µM Rückwärtsprimer 0,25 
500 ng cDNA  5,0 
dH2O auf 25,0 µl 
2.8 Zellbiologische Methoden 
Alle primären Zellkulturen wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 5% CO2-Gehalt und 95% 
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Verwendete Medien und deren Zusammensetzung sind der Tabelle 
8 und Tabelle 9 zu entnehmen. Alle Arbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgeführt.  
2.8.1 Isolierung und Kultivierung primärer Astrozytenkulturen 
Primäre Astrozyten wurden von Jungtieren aus der Zucht Mct8-defizienter Mäuse im Alter von 
1 bis maximal 3 Tagen isoliert. Aufgrund des postnatalen Stadiums werden mit der hier 
durchgeführten Methode auch Mikroglia isoliert und kultiviert, was zu einer 90-95% reinen 
Astrozytenkultur führte. Zunächst wurden die Tiere mittels Dekapitation getötet, das Gehirn 
frei gelegt und in eine Petrischale, befüllt mit eiskaltem HBSS (w/o Ca2+, Mg2+), überführt. 
Unter einem Stereomikroskop wurden die zwei Großhirnhälften jedes Tieres frei von Meningen 
präpariert und bis zur Aufarbeitung in 2 ml kaltem HBSS (w/o Ca2+, Mg2+) auf Eis gelagert. 
Für Genotypisierungen jedes einzelnen Jungtieres diente eine Schwanzspitzenbiopsie (siehe 
2.7.1). Unter sterilen Bedingungen erfolgte die weitere Isolierung der Zellen. Die 
Großhirnhälften wurden mit 1ml 10x Trypsin/EDTA für 10 min bei 37°C versetzt und verdaut. 
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Der Prozess wurde mit Astrozytenmedium (siehe Tabelle 8) abgestoppt und das anverdaute 
Gewebe mit einer serologischen Pipette trituriert. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation 
(500 rpm, 1 Minute) zur Trennung der Zellen (Überstand) von groben Gewebeteilen (Boden). 
Der Überstand wurde in ein frisches 50 ml Gefäß überführt, nochmals bei 2500 rpm für 5 min 
zentrifugiert, das Zellpellet in 5 ml Astrozytenmedium resuspendiert und über ein Zellsieb 
(Porengröße: 70 µm) filtriert. Die gewonnene Zellsuspension wurde in einem Gesamtvolumen 
von 12 ml in Zellkulturflaschen (75 cm² Wachstumsfläche) ausgesetzt. Am nächsten Tag 
erfolgte ein Mediumwechsel, um tote Zellen zu entfernen. Die Astrozyten wurden ohne weitere 
Medienwechsel bis zu 21 Tage in Kultur gehalten.  
Nach dreiwöchiger Kultivierungszeit erfolgte die Aussaat der Zellen in Poly-L-Lysin (PLL)-
beschichtete Multiwell-Platten. Um Mikroglia zu entfernen, wurden zunächst die Astrozyten 
bei 500 rpm und 37°C für 4 Stunden geschüttelt und anschließend zweimal mit 1xPBS 
gewaschen. Nach Inkubation in 1 ml 1x Trypsin/EDTA im Brutschrank für 10 min erfolgte die 
Zugabe von 9 ml Medium und Resuspension der Zellen. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer 
Neubauer Zählkammer bestimmt. Die Zellen wurden die ersten 48 Stunden in 
Astrozytenmedium kultiviert. Anschließend erfolgte ein 100%iger Mediumwechsel gegen ein 
definiertes, serumfreies Astrozytenmedium (siehe Tabelle 8). Nach weiteren 3 Tagen erfolgte 
ein nochmaliger 50%iger Mediumwechsel. Für Analysen der mitochondrialen Atmung im 
Seahorse XFe Flux Analyzer wurden 50.000 Zellen/well in PLL-beschichtete 96 well Seahorse 
XFe Zellkulturplatten ausgesetzt und für weitere 7 Tage kultiviert, wobei nach 2 Tagen auf das 
definierte Medium umgestellt wurde. Für immunhistochemische Untersuchungen wurden 
5.000 Zellen auf sterile, PLL-beschichtete Glasplättchen in einer 12 well Platte ausgesetzt und 
bis zu 7 Tage kultiviert und anschließend mit 4% PFA fixiert. Die Lagerung fixierter Astrozyten 
erfolgte in 1xPBS bei 4°C. Für radioaktive T3-Aufnahme Experimente wurden die frisch 
isolierten Zellen direkt in 12 well Platten (Triplikate/Messpunkt) ausgesetzt und bis zur 
Konfluenz im Inkubator bei 37°C im Astrozytenmedium kultiviert. 
Tabelle 8: Zusammensetzung Zellkulturmedien für primäre Astrozytenkulturen 
Mediumtyp Zusammensetzung 
Astrozytenmedium DMEM (4,5 g/l D-Glukose, L-Glutamin, 110 mg/l 
Natriumpyruvat), 10% FBS, 1% Penicillin (10 U/µl)/Streptomycin 
(10µg/µl), 0,1% 50 mM β-Mercaptoethanol 
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1,5 µg/ml Fibronektin (bovine plasma), 5 ng/ml bFGF, 0,5 µg/ml 
Heparan-Sulfat,10 ng/ml EGF (recombinant mouse), 50 µg/ml 
Transferrin (human), 5 µg/ml Insulin, 30 nM Natrium-Selenit, 3 nM 
T4, 2,5 mg/ml BSA in DMEM/F-12 (mit L-Glutamin),  (modifiziert 
nach (Wu et al. 2010) 
2.8.2 Isolierung und Kultivierung primärer kortikaler Neuronkulturen 
Primäre Neuronkulturen wurden von Embryonen der Nachzucht Mct8-defizienter Mäuse zum 
Gestationszeitpunkt E15.5 gewonnen. Spätere Entwicklungsphasen führten zu einem Verlust 
vitaler Zellen und zudem zur Anreicherung weiterer Zelltypen (z.B. Astrozyten).  
Das schwangere Muttertier wurde mittels Genickbruch getötet. Nach Öffnung des 
Bauchraumes und Präparation des Uterus wurden die Embryonen in eine mit eiskaltem 
Neurobasal Medium (NBM) befüllte Petrischale überführt. Nach Dekapitation der Embryonen 
wurden ausschließlich die Cortexhälften jedes Embryos frei von Meningen unter einem 
Stereomikroskop präpariert und in einem Reaktionsgefäß, befüllt mit 900 µl NBM-Medium, 
bis zur Isolierung der Zellen auf Eis gelagert. Für Genotypisierungen jedes einzelnen Embryos 
dienten Teile des Gehirns, die nach Präparation des Cortexes übrig waren (siehe 2.7.1). Unter 
sterilen Bedingungen erfolgte die weitere Isolierung der Zellen. Die Cortexhälften wurden mit 
100µl 1x Trypsin/EDTA versetzt und für 10 min bei 37°C und gelegentlichem Mischen 
anverdaut. Eine anschließende zweiminütige Inkubation auf Eis garantierte ein Absetzen des 
Gewebes, sodass der Überstand entfernt werden konnte. Die Cortexhälften wurden in 1 ml 
kaltem N-Medium (siehe Tabelle 9) trituriert und nochmals für zwei Minuten auf Eis inkubiert, 
was dem Absetzen grober Gewebeteile diente. Die Neuronen, welche sich im Überstand 
befinden, wurden in ein frisches Reaktionsgefäß überführt, auf Eis gelagert und mittels einer 
Neubauer Zählkammer wurde die Zellzahl ermittelt. Neurone gleicher Genotypen wurden 
vereint und konnten, falls die Typisierungsergebnisse noch ausblieben, über Nacht im 
Kühlschrank in Startermedium (siehe Tabelle 9) gelagert werden. Hierzu wurden die Zellen bei 
200xg, 4°C für 2 min zentrifugiert und in 1 ml Startermedium vorsichtig, aber effizient 
resuspendiert. 
Die Aussaat der Zellen erfolgte ausschließlich in Startermedium, da das darin enthaltende 
Glutamat die Zelldifferenzierung anregt. Zudem wurden alle verwendeten Zellkulturplatten 
zweifach-beschichtet (PLL, 2,5 µg/ml und Kollagen G, 40 µg/ml), wobei das PLL über zwei 
MATERIALIEN UND METHODEN 
31 
 
Tage im Kühlschrank wirkte und das Kollagenmedium (siehe Tabelle 9) mindestens zwei 
Stunden vor Zellaussaat auf 37°C inkubierte. Nach 2 Tagen wurde das Medium vollständig 
entfernt und durch ein definiertes, serumfreies Wachstumsmedium (siehe Tabelle 9) ersetzt. 
Nach weiteren 3 Tagen erfolgte ein nochmaliger 50%iger Mediumwechsel. Insgesamt können 
die Kulturen bis zu drei Wochen gehalten werden. Die in dieser Arbeit durchgeführten 
Analysen erfolgten bereits nach sieben Tagen Kultivierungszeit. Für Analysen der 
mitochondrialen Atmung im Seahorse XFe Flux Analyzer wurden 40.000 Zellen/well in PLL- 
und Kollagen G-beschichtete 96 well Seahorse XFe Zellkulturplatten ausgesetzt und für weitere 
7 Tage kultiviert. Für immunhistochemische Untersuchungen wurden 200.000 Zellen auf 
sterile, PLL- und Kollagen G-beschichtete Glasplättchen in einer 12 well Platte ausgesetzt und 
nach 7 Tagen in Kultur mit 4% PFA fixiert. Die Lagerung fixierter Neurone erfolgte in 1xPBS 
im Kühlschrank.   
Tabelle 9: Zusammensetzung Zellkulturmedien für primäre kortikale Neuronkulturen 
Mediumtyp Zusammensetzung 
Startermedium  1x B27, 1x Penicillin/Streptomycin, 0,5 mM L-Glutamin, 1x 
Kanamycin, 25 µM Glutamat in NBM 
N-Medium  10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 
10µg/ml Insulin, 10 mM HEPES, 0,8% Glukose in DMEM/F-12 
(mit L-Glutamin) 
Kollagenmedium  5% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin, 10 mM HEPES, 40 µg/ml 
Kollagen G in DMEM/F-12 (mit L-Glutamin) 
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0,1 µg/ml Biotin, 2 µg/ml L-Carnitin, 1 µg/ml Ethanolamin, 15 
µg/ml D(+)-Galaktose, 16,1 µg/ml Putrescine, 20 ng/ml 
Corticosteron, 1,0 µg/ml Linolsäure, 1,0 µg/ml Linolensäure, 6,3 
ng/ml Progesteron, 0,1 µg/ml Retinylacetat, 1 µg/ml DL-alpha-
Tocopherol, 1 µg/ml DL-alpha-Tocopherylacetat, 2,5 mg/ml 
BSA,  2,5 µg/ml Katalase, 1,0 µg/ml Glutathion (reduziert), 4,0 
µg/ml Insulin, 2,5 µg/ml Superoxiddismutase, 5,0 µg/ml 
Transferrin, 2,0 ng/ml T3, 14,4 ng/ml Natrium-Selenit, 0,4 µg/ml 
Zinksulfat, 1,3 ng/ml Kupfersulfat, 50 pg/ml Manganchlorid, 0,6 
ng/ml Ammoniummetavanadat, 47 ng/ml Liponsäure in NBM 
(Roth et al. 2010a) 
2.9 Proteinbiochemische Methoden 
In der folgenden Tabelle 10 sind alle Puffer und Lösungen zusammengefasst, die für 
proteinbiochemische Methoden verwendet wurden. 
Tabelle 10: Zusammenfassung aller verwendeten Puffer und Lösungen für proteinbiochemische Methoden 
Puffer/Lösung Zusammensetzung 
10% APS 10% APS (w/v) in dH2O 
Blockierungslösung 5% Magermilchpulver (w/v) in 1x PBS-T 
20% Gellösung 162,3 ml Acrylamid, 65 ml Bisacrylamid, auf 250 ml 
dH2O 
Homogenisationspuffer 250 mM Saccharose, 20 mM HEPES, 1 mM EDTA in 
dH2O, pH 7,4 
10x Laufpuffer SDS-PAGE 1,92 M Glycin, 0,25 M Tris, 1 % (w/v) SDS in dH2O; 
für 1x Laufpuffer 1:10 Verdünnung in dH2O 
4x Laemmli-Probenpuffer 200 mM Tris pH 6,8, 40 % Glycerol, 16 % SDS, 20 % 
β-Mercaptoethanol, 0,02 % Bromphenolblau in dH2O 
10x PBS 80 g NaCl, 2 g KCl, 17,8 g Na2HPO4 x 2 H2O, 2,5 g 
KH2PO4 in 1 L dH2O, pH 7,4; für 1x PBS 1:10 
Verdünnung in dH2O 
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Tabelle 10: Zusammenfassung aller verwendeten Puffer und Lösungen für proteinbiochemische Methoden 
Puffer/Lösung Zusammensetzung 
1x PBS-T 0,05 % Tween 20 in 1x PBS 
Ponceau-Rot 0,1 % Ponceau-Rot in 5 % Essigsäure 
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 0,4 % (w/v) SDS in dH2O 
10x Transferpuffer Western Blot 1,92 M Glycin, 0,25 M Tris in dH2O 
1x Transferpuffer Western Blot 100 ml 10x Transferpuffer, 100 ml Methanol, auf 1 L 
dH2O 
Trenngelpuffer 1,5 M Tris pH 8,8, 0,4 % (w/v) SDS in dH2O 
2.9.1 Proteinextraktion  
Eine Spatelspitze Gewebepulver (Leber, Cortex, etc.) wurde in ein auf Trockeneis vorgekühltes 
Reaktionsgefäß überführt und mit 300 µl Homogenisationspuffer (siehe Tabelle 10) + 1 mM 
DTT resuspendiert und lysiert. Kleine Organe, wie z.B. Hypophyse und Hypothalamus, wurden 
ohne Pulverisierung direkt in 80 µl Homogenisationspuffer + 1 mM DTT lysiert. Organe, 
welche für Western Blot Experimente genutzt wurden, wurden in Homogenisationspuffer ohne 
DTT resuspendiert. Der zusätzliche Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall (10 Stöße mit 
einer Amplitude von 100 und einem Zyklus von 0,6). Eine Membranfraktion wurde durch 
Zentrifugation des Gesamtproteins bei 14.000 rpm, 4°C für 15 min angereichert. Der 
Überstand, in welchem sich überwiegend die zytosolische Fraktion befand, wurde in ein 
frisches Gefäß überführt, die Pelletfraktion (= Membranfraktion) wurde nochmals in 100 µl 
Homogenisationspuffer ± 1 mM DTT resuspendiert und mittels Ultraschall aufgeschlossen. 
Proteine wurden bei -20°C gelagert. 
2.9.2 Proteinbestimmung mittels Bradford und BCA 
Die Proteinkonzentrationsmessung von Gewebeproben erfolgte nach Bradford (Bradford 
1976). Die Proben wurden 1:1000 in 1 ml Protein Assay Reagenz (BioRad; 1:5 Verdünnung in 
dH2O) in einer Einwegküvette verdünnt, gut durchmischt und für 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert und photometrisch bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen. Durch das Mitführen 
einer Standardreihe (0-35 mg/ml BSA) konnte über deren Standardgerade der Proteingehalt der 
Probe berechnet werden. Die Bestimmung erfolgte in Triplikaten pro Probe. Der Proteingehalt 
in Zellen nach durchgeführtem Seahorse-Experiment wurde mittels einem BCA Protein Assay 
Kit von PierceTM gemessen. Die Zellen wurden direkt in der 96 well Platte durch einmaliges 
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Einfrieren-Auftauen und einer zusätzlichen Wasserlyse (75 µl/well und 5 minütigem Schütteln 
bei 900 rpm) aufgeschlossen. 25 µl der aufgeschlossenen Zellsuspension wurden mit 200 µl 
BCA Reagenz A + B (Reagenz A:B, 50:1) versetzt, für 30 sec bei 500 rpm gemischt und für 30 
min bei 37°C inkubiert. Nach abgelaufener Inkubationszeit und einem Abkühlen der Platte auf 
Raumtemperatur erfolgte die Messung im Platten-Photometer bei 592 nm. Durch das Mitführen 
einer BSA Standardreihe (0 – 2 mg/ml) konnte der Proteingehalt in der jeweiligen Probe 
berechnet werden.   
2.9.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine analytische Methode, welche der Auftrennung von 
Proteinen in Abhängigkeit ihres Molekulargewichtes durch das Anlegen eines elektrischen 
Feldes dient. Die Wanderung in Richtung Anode wird durch das denaturierend wirkende 
Detergenz SDS gewährleistet, da dieses die Eigenladung der Proteine überlagert. Die Gele 
bestanden aus einem 12,5%igen Trenngel und einem 5%igen Sammelgel (siehe Tabelle 11). 
Vor elektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteinhomogenate in gewünschter 
Konzentration (meist 80 µg Protein/Gewebe) auf 15 µl mit dH2O aufgefüllt, mit 5 µl 4x 
Laemmli-Probenpuffer (siehe Tabelle 10) versetzt und für 10 min bei 95°C denaturiert. Der 
Gellauf erfolgte in einem SDS-PAGE System mit elektrophoretischen Kammern von Bio-Rad 
bzw. PEQLAB zunächst bei 80 Volt im Sammelgel für 30 Minuten und anschließend bei 120 
Volt im Trenngel für ca. 60 min in Laufpuffer (siehe Tabelle 10). Zur Größenbestimmung 
wurde ein Proteinmarker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas) mitgeführt.  
Tabelle 11: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel für eine SDS-PAGE 
 Sammelgel 5% Trenngel 12,5% 
dH2O 2 ml 1,25 ml 
Sammelgelpuffer 1ml - 
Trenngelpuffer - 2,5 ml 
20% Gellösung  1 ml 6,25 ml 
TEMED 4 µl 10 µl 
10% APS  40 µl 100 µl 
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2.9.4 Western Blot und Immundetektion 
Der im Anschluss an die SDS-PAGE durchgeführte Western Blot dient der Immobilisierung 
von Proteinen auf einer Nitrocellulose-Membran durch Anlegen eines elektrischen Feldes. 
Angewandt wurde das semi-dry Verfahren in einem Trans Blot System bei 20 Volt und 250 mA 
für 30 bzw. 45 min (abhängig von der Gelgröße) in Transferpuffer (siehe Tabelle 10). Der 
Erfolg des Transfers wurde mittels Ponceau-Färbung der Membran kontrolliert. Hierfür wurde 
diese für 30 sec in Ponceau-Rot geschwenkt und mit Wasser gespült bis Banden sichtbar 
wurden. 
Um die auf der Membran übertragenen Proteine sichtbar zu machen, wurde die Markierung 
relevanter Proteine mit spezifischen Antikörpern durchgeführt. Hierzu mussten zunächst 
unspezifische Bindestellen mithilfe von 5% Magermilch in PBS-T (w/v) für 60 min bei 
Raumtemperatur auf einem Schüttler blockiert werden. Anschließend folgte die Inkubation der 
Membran mit einem spezifischen Primärantikörper, verdünnt in Blockierungslösung, über 
Nacht bei 4°C. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran für weitere 60 min bei RT 
geschwenkt, dreimal für 5 min mit PBS-T (0,5 %) gewaschen und mit einem Spezies-
spezifischen, HRP-gekoppelten Sekundärantikörper verdünnt in Blockierungslösung, für 60 
min bei RT schwenkend inkubiert. Nach fünfmaligem Waschen in PBS-T konnte das 
gewünschte Protein mit dem ECL Detection System von Amersham (Chemilumineszenz-
Reaktion basierend) auf einem Autoradiographie-Film detektiert werden. Die Belichtungszeit 
variierte von Antikörper zu Antikörper und musste deshalb für jede Entwicklung individuell 
ermittelt werden.   
2.10 Histologische Methoden 
In der folgenden Tabelle 12 sind alle Puffer und Lösungen aufgeführt, die für histologische 
Methoden verwendet wurden. 
Tabelle 12: Zusammenstellung aller verwendeten Puffer und Lösungen für histologische Methoden 
Puffer/Lösung Zusammensetzung 
Acetatpuffer 60 ml Natriumacetatlösung (2,7 %), 240 ml 
Essigsäure (1,2 %), pH 3,8 
Einfriermedium 30 % (w/v) Glycerol, 30 % (v/v) 
Polyethylenglykol in 1x PBS 
0,5% Kresylviolett-Lösung 1,5 g Kresylviolett-Acetat in 300 ml Acetatpuffer 
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Tabelle 12: Zusammenstellung aller verwendeten Puffer und Lösungen für histologische Methoden 
Puffer/Lösung Zusammensetzung 
10x PBS 80 g NaCl, 2 g KCl, 17,8 g Na2HPO4 x 2 H2O, 2,5 g 
KH2PO4 in 1 L dH2O, pH 7,4; für 1x PBS 1:10 
Verdünnung in dH2O 
1x PBS-T 0,4 % (w/v) Triton X-100 in 1 x PBS 
0,2 M Natrium-Phosphatpuffer (PB) 80% (v/v) 0,2 M Na2HPO4, 20% (v/v) 0,2 M 
NaH2PO4, pH 7,4; Verdünnungen in dH2O 
10% Pferdeserum 10% Pferdeserum (v/v)  
30% Saccharose-Lösung 30% Saccharose (w/v) in 0,1 M PB 
2.10.1 Nissl-Färbung kryoprotektierter Gehirnschnitte 
Präparate kryoprotektierter Gehirne wurden am Kryostat (-22°C Kammertemperatur) mit einer 
Schnittdicke von 35 µm angefertigt und in 1xPBS (pH 7,4) bis zur Verwendung bei 4°C oder 
in Einfriermedium (siehe Tabelle 12) bei -20°C gelagert bzw. ausgewählte Schnitte direkt auf 
gelatinierte Objektträger aufgezogen und über Nacht getrocknet. Mithilfe von einer 
Kresylviolett-Lösung (siehe Tabelle 12) erfolgte das Anfärben basophiler Strukturen. 
Abgestoppt wurde die Reaktion durch mehrmaliges Spülen in Acetatpuffer (siehe Tabelle 12). 
Über eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol (1x 2min 40% Ethanol, 1x 2 min 70% Ethanol, 
2x 2min 96% Ethanol, 2x 2min 100% Ethanol, 2x 5 min Xylol) wurde das Wasser aus dem 
Gewebeschnitt entzogen und letztendlich mit Entellan eingedeckt. Diese Methode wurde 
einerseits als Übersichtsfärbung genutzt und zum Anderen zu Hilfe gezogen, um möglichst 
identische Schnittebenen von Wildtyp- und Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Gehirnen im 
Vergleich für weitere immunhistochemische Färbungen zu nutzen. 
2.10.2 Peroxidase-Färbung von free floating Gehirnschnitten 
Für Antikörper (AK)-basierte Biotin-Streptavidin-Peroxidase Färbungen von kryoprotektierten 
Gehirnschnitten wurden zwei verschiedene Kitsysteme (Dako und Vectastain ABC Kit) nach 
Herstellerangaben verwendet. Zunächst wurde die endogene Peroxidase durch Inkubation mit 
0,3%iger Wasserstoffperoxid-Lösung für 10 min blockiert und anschließend die Schnitte 
dreimal für 5 min mit 1xPBS gewaschen. Zur Absättigung unspezifischer Bindestellen erfolgte 
eine Inkubation für 1h mit Blockierungsserum bei Raumtemperatur. Die Inkubation des 
Primärantikörpers, verdünnt in Blockierungsserum, erfolgte über Nacht bei 4°C. Die 
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Verdünnung des jeweiligen Primär-AK wurde vorher individuell ausgetestet. Am 
darauffolgenden Tag wurden die Schnitte dreimal 5 min gewaschen und für eine weitere Stunde 
in biotinyliertem Sekundär-AK bei RT inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte 
die Inkubation der Schnitte mit einem Streptavidin-HRP-Komplex zur Signalverstärkung für 
1h bei RT und anschließend, nach erneutem Waschen, die Färbung der Schnitte mit DAB-
Chromogen (1:50 Verdünnung in DAB-Puffer). Dabei wurde die Intensität der Färbung unter 
dem Mikroskop verfolgt und so für jeden verwendeten Antikörper individuell die Länge der 
Färbezeit bestimmt und durch Waschen mit 1xPBS gestoppt. Free floating Schnitte wurde auf 
Objektträger aufgezogen, und nach dem Trocknen über eine aufsteigende Alkoholreihe bis zum 
Xylol (siehe 2.10.1) entwässert und mit Entellan eingedeckt. 
2.10.3 Fluoreszenz-Färbung von Zellen und Gehirnschnitten 
Die Immunfluoreszenz dient der Detektion mittels Fluoreszenz-markierter Sekundär-
Antikörper (AK) von relevanten Proteinen in Geweben und Zellen. Die durchgeführte Methode 
erlaubte den Einsatz von zwei unterschiedlichen Primär- und Sekundär-AK, wobei sich die 
Sekundär-AK in ihrer Fluoreszenz-Markierung (Cy3, Cy5) unterschieden und gegen einen der 
Organismen richteten, in welchem der Primär-AK hergestellt wurde (Maus oder Kaninchen). 
Die folgende beschriebene Durchführung wurde sowohl für Zellen als auch Kryo-
Gehirnschnitte angewendet. Primäre Zellen wurden wie unter 2.8.1 beschrieben ausgesetzt und 
mit PFA fixiert. Präparate kryoprotektierter Gehirne wurden am Kryostat mit einer Schnittdicke 
von 35µm angefertigt und in 1xPBS bis zur Verwendung bei 4°C oder in Einfriermedium (siehe 
Tabelle 12) bei -20°C gelagert. Für die Durchführung wurde speziell bei der Verwendung von 
primären und sekundären Maus-AK auf Mausgewebe und -zellen das M.O.M. Kit von Vector 
(Burlingame, USA) verwendet, um unspezifische Hintergrundsignale weitestgehend zu 
unterbinden. Alle Waschschritte erfolgten in 1x PBS + 0,4% Triton X-100 + 0,1 M Glycin 
(PBS-T/Glycin) bei RT auf einem Schüttler. Nach der Fixierung wurden die Zellen bzw. Kryo-
Gehirnschnitte dreimal gewaschen und im M.O.M. mouse Ig blocking reagent 1h inkubiert, um 
unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Zellen und Gewebeschnitte wurden nochmals 
dreimal gewaschen und im M.O.M. diluent (600 µl Proteinkonzentrat verdünnt in 7,5 ml PBS-
T + 10% Pferdeserum) für 5 Minuten prä-inkubiert, woraufhin die Inkubation über Nacht im 
Primär-AK, verdünnt im M.O.M. diluent, bei 4°C erfolgte. Die Verdünnung des Primär-AK 
wurde vorher individuell ausgetestet. Am darauffolgenden Tag erfolgte, nach erneutem 
dreimaligen Waschen und einem weiteren Blockierungsschritt in Ziegenserum (135 µl in 10 ml 
PBS-T/HS) für 1h bei RT, die Inkubation mit dem sekundären AK (Cy3 oder Cy5), verdünnt 
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in 0,01 M PBS + 0,25 M NaCl, für 45 Minuten. Mittels DAPI wurden Zellkerne gegengefärbt 
(1:30.000 Verdünnung für 5 min) und nach erneutem Waschen wurden die Deckgläschen bzw. 
Gehirnschnitte in Immu-Mount eingedeckt und dunkel bei 4°C gelagert.  
2.11 Funktionelle Analysen 
2.11.1 Messung des mitochondrialen Energiestoffwechsels mittels Seahorse XFe 
Technologie 
Der Seahorse XFe Flux Analyzer bietet die Möglichkeit, in intakten, adhärenten Zellen parallel 
die zwei Hauptenergie-Stoffwechselwege, mitochondriale Atmung und Glykolyse, zu messen. 
Optische Sensoren (Abbildung 9 A-E) detektieren in Echtzeit den Sauerstoffverbrauch 
(bezeichnet als Oxygen Consumption Rate, OCR) bzw. die extrazelluläre Ansäuerung in Form 
von Protonen (bezeichnet als Extracellular Acidification Rate, ECAR) in einer 200 µm großen 
Kammer direkt über den Zellen (Abbildung 9 A-F). Die Sensorplatten bieten zudem die 
Möglichkeit bis zu vier Substanzen (Inhibitoren der Atmungskette, Substrate, Neurotransmitter, 
etc.) in sogenannte Ports (Abbildung 9 A-A) zu laden, welche dann sequentiell und direkt in 
das Medium injiziert werden. 
  
Abbildung 9: Messprinzip im Seahorse XFe Flux Analyzer und mitochondriales Stress Test Profil. A) 
Schematische Darstellung des Aufbaus einer Seahorse XFe Sensorplatte, mit Ports (A), optischen Sensoren (E), 
und der speziellen Seahorse XFe Zellkulturplatte (D) mit adhärenten Zellen (F). Durch das Auf- und Abbewegen 
der Sensorplatte wird eine Kammer von 200µm direkt über den Zellen geschaffen, in der der aktuelle 
Sauerstoffverbrauch sowie die extrazelluläre Ansäuerung in Form von Protonen im Medium gemessen werden. 
(http://www.seahorsebio.com/products/how-xf-works.php) B) Darstellung eines typischen mitochondrialen Stress 
Test Profils, gemessen in primären WT Astrozyten, nach Injektion spezifischer Inhibitoren. Gekennzeichnet sind 
die einzelnen Funktionen der mitochondrialen Atmungskette (basale und maximale Atmung, Protonenleck, ATP 
Umsatz und Reservekapazität). ATP Coupler = Oligomycin, ETC Accelerator = FCCP, Mito Inhibitor A+ B = 
Rotenone + Antimycin A.                                                                  
A B 
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Für die Analyse des Energiestoffwechsels in primären Wildtyp und Mct8-defizienten 
Astrozyten bzw. Neuronen musste zunächst die Zellzahl optimiert werden, sodass beide 
Zelltypen eine OCR zwischen 50 – 150 pmol/min über eine Messzeit von 18 Minuten (3 min 
Mixen, 3 min Messen) stabil aufwiesen. Anschließend mussten die Konzentrationen 
verschiedener spezifischer Inhibitoren bzw. Entkoppler der Atmungskette für beide Zelltypen 
titriert werden (für die genaue Vorgehensweise siehe XF96 Cell Mito Stress Test Kit Manual 
von Seahorse Bioscience). Die Tabelle 13 listet die einzelnen Inhibitoren/Entkoppler und deren 
Zielkomplexe und Wirkungsmechanismen innerhalb der Atmungskette, welche nach 
sequentieller Injektion (Komplex CV  CIV  CIII + CI) für die Berechnung wichtiger 
mitochondrialer Parameter dienten.  
Tabelle 13: Zusammenfassung verwendeter Inhibitoren/Entkoppler und deren spezifischer Wirkungsmechanismus 
innerhalb der mitochondrialen Atmungskette 
Inhibitor Wirkungsmechanismus 
Oligomycin/ATP Coupler Inhibition ATP Synthese durch Blockierung Protonen-Kanal in 
F0-Teil der ATP Synthase (CV); O2-Verbrauch sinkt 
FCCP/ETC Accelerator Carrier-Ionophor, Entkoppler  Δψm  höherer Energie- und 
O2-Verbrauch unabhängig von ATP-Synthese 
Antimycin A Komplex III-Inhibitor, bindet Cytochrom C Reduktase und 
inhibiert so die Oxidation von Ubiquinol  Protonengradient 
gestört; O2-Verbrauch sinkt 
Rotenone Komplex I-Inhibitor, Elektronenfluss vom Fe-S-Zentrum des 
CI auf CII unterbunden  NADH-Oxidation gestört; O2-
Verbrauch sinkt 
 
Die Abbildung 9 B zeigt ein typisches mitochondriales Stress Test Profil gemessen in primären 
WT Astrozyten nach Injektion der spezifischen Inhibitoren. Die Tabelle 14 fasst die einzelnen 
Funktionen und deren Berechnung nochmals genauer zusammen. Es wurde immer der 
Mittelwert über die vollen 3 Minuten Messzeit (= 12 Messpunkte) genutzt. Zudem wurde zu 
Beginn von jedem Parameter der niedrigste Wert nach Rotenone/Antimycin A Injektion für die 
nicht-mitochondriale Atmung, verursacht durch detoxifizierende Enzyme, Desaturasen, 
abgezogen. 
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Tabelle 14: Übersicht der Berechnung wichtiger Funktionen nach einem mitochondrialen Stresstest in primären 
murinen Zellen. Zuvor wird noch der niedrigste Wert nach Rotenone/Antimycin A Injektion für die nicht-
mitochondriale Atmung von allen Parametern abgezogen.  
Parameter Formel 
basale Atmung 3. basaler Messpunkt (vor Injektion) 
Protonenleck niedrigster Messwert nach Oligomycin Injektion 
maximale Atmung höchster Messwert nach FCCP Injektion 
ATP Umsatz basale Atmung - Protonenleck 
Reservekapazität maximale Atmung – basale Atmung 
Zell-Respirationskontrollrate (cRCR) maximale Atmung/Protonenleck 
nicht-mitochondriale Atmung niedrigster Messwert nach Rotenone/Antimycin A 
Injektion 
 
Ein sog. mitochondrialer Stress Test wurde nach 7 Tagen Kultivierung der Zellen 
vorgenommen, wovon diese für 5 Tage auf den entsprechenden definierten Medien (siehe 2.8.1 
bzw. 2.8.2) mit verschiedenen Schilddrüsenhormonkonzentrationen gehalten wurden. Die 
Messung erfolgte wie folgt: zunächst wurde das Kultivierungsmedium gegen ein Assaymedium 
(DMEM 5030, Sigma-Aldrich) mit den entsprechenden Komponenten der definierten Medien 
sowie 10mM Glukose und 2mM L-Glutamin ausgetauscht (175 µl/well) und die Zellen für 1 
Stunde in einem CO2-freien Inkubator bei 37°C inkubiert. In der Zwischenzeit wurde die 
Sensorplatte mit den optimierten Inhibitorkonzentrationen (1:8 verdünnt in Assaymedium + 
definiertes Medium + Schilddrüsenhormone) beladen (25 µl/Port) und zur Kalibrierung in das 
Seahorse-Gerät gestellt. Nach der Stunde Vorinkubation erfolgte die Messung, wobei immer 
im Wechsel 3 Minuten das Medium durchmischt und 3 Minuten der Sauerstoffverbrauch bzw. 
die Ansäuerung in Form von Protonen im Medium gemessen wurde. Nach erfolgter Messung 
wurde das Medium verworfen und die Zellen bis zur Proteinmessung auf -20°C gelagert. 
2.11.2 T3/T4 Radioimmunassay 
Für die Quantifizierung der totalen T3- und T4-Konzentrationen in Mausseren wurden 
radioaktive Immunoassays von DRG Instruments GmbH, Marburg verwendet. Es handelt sich 
dabei um kompetitive Assays, da die zu untersuchenden Probeseren (20 µl Serum für die 
Messung des totalen T4- und 25 µl Serum für die Bestimmung des totalen T3-Gehaltes) mit 
125Iod-gelabeltem T3- bzw. T4-Tracer in Antikörper-beschichteten Röhrchen für 1 Stunde bei 
RT schüttelnd (280 – 300 rpm) inkubiert wurden. Der flüssige Überstand wurde abgenommen 
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und die gebundene Radioaktivität in einem Gamma Counter für 1 min/Probe vermessen. 
Mitgelieferte Standardproben wurden wie Serumproben behandelt und für die spätere 
Berechnung mitgeführt. Pro Probe bzw. Standard wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. 
Über die Standardkurve konnten die totalen Konzentrationen an T3 und T4 in den zu messenden 
Seren berechnet werden.  
2.11.3 Radioaktive T3-Aufnahme in primären Zellen 
Für die Analyse des Transportverhaltens von primären Wildtyp und Mct8-defizienten 
Astrozyten wurden Aufnahmeexperimente mit 125Iodid radioaktiv-markiertem T3 als Substrat 
durchgeführt. Für einen T3-Uptake wurden 10nM des Tracers eingesetzt. Die Molarität des 
Tracers berechnete sich hierbei über den Quotienten aus Tracerkonzentration [mCi/ml] durch 
die spezifische Aktivität [mCi/mmol].  
Vor Versuchsdurchführung wurde der Tracer aufgereinigt, um etwaige Kontaminationen durch 
bereits abgespaltene 125I-markierte Atome zu entfernen. Dafür wurde eine chromatografische 
Sephadex-Säule hergestellt: 600 µl Sephadex LH-20 wurden über einen Filter (Porengröße: 10 
μM, MoBiTec, Göttingen), welcher in einer Sarpette ausgelegt wurde, gegeben und mit 3 ml 
0,1 N HCl-Lösung gewaschen. Die zuvor berechnete Menge 125I-T3 wurde auf die Säule 
gegeben und mit je 3 ml 0,1 N HCl und dH2O gespült. Die Elution erfolgte in 1 ml EtOH:NH3 
(49:1). Anschließend wurde dieses in einem Wasserbad (ca. 80°C) und flüssigem Stickstoff-
Strom eingedampft und in der entsprechenden Menge Uptake-Puffer (nach Morimoto et al. 
2008) aufgenommen. 
Die Analysen erfolgten über mehrere Zeitpunkte (1-30 min, Triplikate) bei gleichbleibender 
Substratkonzentration. Primäre Wildtyp und Mct8-defiziente Astrozyten wurden wie in 2.8.1 
beschrieben ausgesetzt und kultiviert. Das Medium wurde abgenommen und es erfolgte die 
Zugabe von 400µl pro well des gelösten Substrats und eine Inkubation bei 37°C. Nach Ablauf 
der Zeit wurden die Zellen sofort auf Eis gelagert, das Substratgemisch entfernt und die Zellen 
zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Durch Zugabe von 1 ml 40mM NaOH und einer 5-
minütigen Inkubation auf einem Schüttler wurden die Zellen lysiert und anschließend in einem 
Gamma-Counter die Aktivität des von den Zellen aufgenommenen Substrates vermessen.  
2.11.4 Dejodase-Aktivitätsmessung 
Der radioaktive Dejodase-Assay dient der Bestimmung der enzymatischen Aktivität von 5´-
Dejodasen. Es existieren zwei Typen, die Dejodase I (Dio1) und Dejodase II (Dio2), wobei 
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beide unterschiedliche gewebespezifische Expressionsmuster aufweisen. Mit Hilfe des Assays 
wird die Abspaltung eines 125Iod-markierten 5´-Atoms des Phenolrings von 3,3´,5´-Triiodo-L-
Thyronin (reverses T3, rT3) gemessen. Durch den Einsatz eines Dio1-spezifischen Inhibitors, 
6-n-Propyl-2-thiouracil (PTU), kann in einem parallelen Ansatz die Aktivität beider 5´ 
Dejodasen-Isoenzyme bestimmt werden.  
Proteinhomogenate des zu untersuchenden Gewebes wurden wie in 2.9.1 beschrieben 
aufgearbeitet. Für die Messung der Dio1-Aktivität in Leberhomogenaten wurden 4 µg Protein 
in 40 µl Homogenisationspuffer (siehe Tabelle 10) + 1mM DTT pro Reaktionsansatz verdünnt. 
Es wurden jeweils Triplikate in An- (Dio2-Aktivitätsmessung) und Abwesenheit (Gesamt-
Dejodase-Aktivität) von PTU pro Probe gemessen.  
Vor Versuchsdurchführung wurde die benötigte 125I-rT3-Menge (0,35 – 0,45 µl pro 
Reaktionsansatz, abhängig vom Alter des Tracers) aufgereinigt, um etwaige Kontaminationen 
durch bereits abgespaltene 125I-Atome zu entfernen (siehe 2.11.3). Nach Elution und 
Eindampfen wurde der aufgereinigte Tracer in der entsprechenden Menge Substratmix (siehe 
Tabelle 15) gelöst. Die Aktivität des Tracer-Substratmix-Gemisches sollte bei ca. 30.000 counts 
per minute (cpm) für Dejodase-Aktivitätsmessungen in der Leber liegen. 
Tabelle 15: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lösungen für einen radioaktiven Dejodase-Aktivitätsassay 
Puffer und Lösungen Zusammensetzung 
10% BSA-Stopplösung 10 g BSA in 10 ml 100 mM PTU-Stammlösung lösen, 
Auffüllen auf 100 ml mit dH2O 
Dowex AG 50WX2-Säulen 300 ml Dowex AG 50W-X2 mit 10%iger Essigsäure auf 500 
ml auffüllen, rühren lassen. Filter (MoBiTec; M2210) in 
Sarpetten legen und luftblasenfrei nach und nach mit einer 
Pipette befüllen, dabei muss Platz für ein Volumen von 2 ml 
bleiben 
KPO4-Puffer 1 M K2HPO4, 10 mM EDTA, pH 9,4 mit NaOH (Puffer A) 
1 M KH2PO4, 10 mM EDTA, pH 4,4 mit HCl (Puffer B) 
Puffer A vorlegen, durch Zugabe des Puffers B bis zum 
Erreichen von pH 6,8 titrieren 
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Tabelle 15: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lösungen für einen radioaktiven Dejodase-Aktivitätsassay 
Puffer und Lösungen Zusammensetzung 
100mM PTU-Stammlösung  1,7 g PTU in 80 ml 40 mM NaOH lösen, tropfenweise 0,1 M 
NaOH zugeben bis pH ≤ 9; weitere PTU-Lösungen mit 40 
mM NaOH verdünnen 
rT3-Stammlösung 10 mM rT3 in 40 mM NaOH lösen, weitere Verdünnungen 
mit 40 mM NaOH 
Sephadex LH20-Säulen 20 % Sephadex LH-20 (w/v) in 100 ml 0,1N HCl 
Substratmix (für 1 
Reaktionsansatz) 
10 µl KPO4-Puffer + 1 mM DTT + 0,41 µl 40 mM NaOH + 
0,1 µl 1 mM rT3 auf 50 µl mit dH2O auffüllen 
10% Trichloressigsäure 100 ml Eisessig (100%) in 1000 ml dH2O 
 
Für die Messung der Dejodase-Aktivität wurden in 1,5 ml Reaktionsgefäßen dreimal 10 µl 
Wasser bzw. 10 µl PTU-Lösung (10 mM) vorgelegt und 40µl des zu untersuchenden Leber-
Proteinhomogenats auf Eis zugegeben. Hinter einer Abschirmung erfolgte die Zugabe von 50 
µl des Tracer-Substratmix-Gemisches pro Ansatz und die Inkubation bei 37°C im Wasserbad 
für 1h. Zudem wurden drei Negativkontrollen (10 µl Wasser + Tracer-Gemisch) mitgeführt, 
um Hintergrundaktivitäten zu ermitteln. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben 
mit 50 µl BSA-Stopplösung (siehe Tabelle 15) versetzt und auf Eis gelagert. Zu den 
Negativkontrollen wurde nach Stoppen der Reaktion 40 µl Proteinhomogenat gegeben. Die 
Fällung der Proteine erfolgte durch die Zugabe von 400 µl eiskalter 10% Trichloressigsäure. 
Nach Zentrifugation (5 Minuten bei 14.000 x g) wurden 480 µl des Überstandes auf Dowex 
AG 50WX2-Säulen (vor Verwendung zweimal mit 4 ml 10% Essigsäure gespült) gegeben und 
freigesetztes 125Jodid mit 2 ml 10% Essigsäure eluiert und im Gamma-Counter vermessen.  
Für die Berechnung der spezifischen 5´ Dejodase-Aktivitäten diente folgende Formel: 
 
𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠.𝐷𝐷𝑠𝑠𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝑠𝑠𝑠𝑠 − 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴ä𝐴𝐴 ⌊𝑠𝑠𝑝𝑝𝐷𝐷𝑝𝑝 𝑥𝑥 𝑝𝑝𝑚𝑚−1 𝑥𝑥 𝑝𝑝𝐴𝐴𝑚𝑚−1⌋ 
=
2 ×  𝑚𝑚 (𝑟𝑟𝑟𝑟3) ×  [𝑐𝑐𝑠𝑠𝑝𝑝(𝑃𝑃𝑟𝑟𝐷𝐷𝑃𝑃𝑠𝑠) − 𝑐𝑐𝑠𝑠𝑝𝑝(𝐻𝐻𝐴𝐴𝑚𝑚𝐴𝐴𝑠𝑠𝑟𝑟𝑚𝑚𝑟𝑟𝐻𝐻𝑚𝑚𝐷𝐷)]  ×  1000




Faktor 2… durch 5‘-Markierung des 125I-rT3 und freie Drehbarkeit des phenolischen Rings  
                  um die Diphenyletherbindung kommt es statistisch gesehen zur Abspaltung eines  
                  radioaktiven oder eines nicht radioaktiven Iodids  
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n (rT3)…Stoffmenge nicht-radioaktives rT3 im Reaktionsansatz in nmol 
cpm (Probe)…Mittelwert vom Triplikat der gemessenen Probe 
cpm (Hintergrund)… Mittelwert der Negativkontrollen 
cpm (100%)… Mittelwert des Tracers 
m… eingesetzte Proteinmenge in mg 
t… Reaktionszeit in min 
Quotient 480/550… Verhältnis Überstandsvolumen zu Gesamtvolumen 
 
Die Gesamtaktivität beider 5´-Dejodasen errechnete sich aus den mit Wasser versetzten 
Triplikaten, wobei die spezifische Aktivität der Typ II-Dejodase mittels der PTU-behandelten 
Proben errechnet wurde. Über die Differenz beider Aktivitäten ergab sich die spezifische Typ 
I-Dejodase-Aktivität.  
2.11.5 Citratsynthase-Assay 
Dieser Enzymaktivitäts-Assay dient der Ermittlung der mitochondrialen Masse, da diese mit 
der Citratsynthase-Aktivität korreliert. Es wird der Umsatz von Oxalacetat zu Citrat, unter 
Verwendung von DTNB als Nachweisreagenz und Oxalacetat als Reaktionsinitiator, gemessen. 
Zellen wurden wie unter 2.8.1 bzw. 2.8.2 beschrieben kultiviert. Nach 7 Tagen wurden diese in 
100 µl Homogenisationspuffer (siehe Tabelle 10) aufgenommen, mittels Sonifizieren 
aufgeschlossen, bei 13.000xg für 10 min bei 4°C zentrifugiert, der Überstand in ein frisches 
Reaktionsgefäß überführt und direkt vermessen oder bei -20°C gelagert. Am Tag des Assays 
wurden alle benötigten Lösungen frisch angesetzt (Tabelle 16). In eine 96 well Platte wurden 
für die Ermittlung des Hintergrundsignals 300µl Reaktionspuffer vorgelegt, in die 
Kontrollwells, in welchen die Reaktion nicht mit Oxalacetat initiiert wird, 10 µl der zu 
untersuchenden Probe + 25 µl Acetyl-CoA (3,6 mM) + 265 µl Reaktionspuffer und in die 
Probenwells 10 µl der zu untersuchenden Probe + 25 µl Acetyl-CoA (3,6 mM) + 215 µl 
Reaktionspuffer. Anschließend wurde die Platte für 5 min bei 30°C in einem Plattenreader 
inkubiert und die Reaktion durch schnelle Zugabe von 50 µl Oxalacetat (3 mM) in die 
Probenwells gestartet. Die Reaktionskinetik wurde durch den Umsatz von DTNB zu TNB über 
5 min bei 412 nm, 30°C und Schütteln alle 30 sec gemessen. Die Citratsynthase-Aktivität wurde 
wie folgt berechnet: 
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ΔOD/min…OD/min (Probe) – OD/min (Kontrolle) 
ε(DTNB)…molarer Extinktionskoeffizient DTNB (= 13,6 µmol -1 * cm-1) 
d…Weglänge des Lichtstrahls durch Probe (in 96 well Platte = 0,616 cm) 
m(Protein)… Proteinmasse im Ansatz in mg 
 
Nach Messung der Citratsynthase-Aktivität erfolgte eine Proteinbestimmung mittels BCA 
(siehe 2.9.2) für alle Proben, welche für die Normalisierung der Ergebnisse verwendet wurden.  
Tabelle 16: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lösungen für einen Citratsynthase-Assay 
Puffer und Lösungen Zusammensetzung 
Homogenisationspuffer 50mM Tris, 1mM EDTA, 0,1% Triton-X-100, pH 7,4 
Citratsynthase Assay Puffer (CSAP) 100mM Tris, 1mM EDTA, 1mM MgCl2, pH 8,2 
Reaktionspuffer 0,1mM DTNB in CSAP am Messtag frisch ansetzen 
1mM DTNB in CSAP am Messtag frisch ansetzen 
3,6mM Acetyl-CoA in CSAP (Aliquots -80°C möglich) 
3mM Oxalacetat in CSAP am Messtag frisch ansetzen 
2.11.6 Laktatdehydrogenase-Aktivitätsmessung 
Das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) katalysiert die Reduktion von Pyruvat zu Laktat unter 
Oxidation von NADH zu NAD+ in fast allen Zellen des Organismus.  
Cortex- und Striatumgewebe wurde zunächst mit Hilfe eines Dismembrator pulverisiert und 
auf eine Konzentration von 50 mg/ml in 1x LDH-Puffer eingestellt, homogenisiert, zentrifugiert 
(10.000 x g, 4°C, 15 min) und der Überstand zur Messung auf Eis gelagert. Am Tag der 
Messung wurden alle benötigten Lösungen frisch angesetzt (Tabelle 17). In eine 96 well 
Mikrotiterplatte wurden 25µl Probe vorgelegt und 200µl ß-NADH (0,35 mM) dazugegeben. 
Um die Reaktion zu initiieren wurden zügig 25µl Pyruvat (100 mM) pro well zugegeben und 
die Messung in einem Plattenreader gestartet. Zur Ermittlung des Hintergrundsignals wurden 
200µl ß-NADH und 75µl 1x LDH-Puffer vorgelegt. Die Reaktionskinetik wurde durch den 
Umsatz von NADH zu NAD+ über 5 min bei 340nm, 25°C und Schütteln aller 30 sec gemessen. 
Die LDH-Aktivität wurde nach folgender Formel berechnet: 
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𝐿𝐿𝐷𝐷𝐻𝐻 − 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴ä𝐴𝐴 �
µ𝑝𝑝𝐷𝐷𝑝𝑝
𝑝𝑝𝐴𝐴𝑚𝑚 ∗ 𝑝𝑝𝑚𝑚
� =  
∆𝑂𝑂𝐷𝐷/𝑝𝑝𝐴𝐴𝑚𝑚 ∗ 𝐺𝐺𝑠𝑠𝑠𝑠𝐷𝐷𝑝𝑝𝐴𝐴𝐴𝐴𝐷𝐷𝑝𝑝𝐻𝐻𝑝𝑝𝑠𝑠𝑚𝑚 ∗ 106




ε(NADH)… molarer Extinktionskoeffizient NADH = 6220 l*mol-1*cm-1 
d… Weglänge des Lichtstrahls durch die Probe (96 well Platte = 0,616 cm) 
m(Protein)... Proteinmasse im Ansatz in mg 
 
Die Proteinbestimmung aller Proben erfolgte nach Messung der LDH-Aktivität mittels 
Bradford (siehe 2.9.2). 
Tabelle 17: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lösungen für einen Laktatdehydrogenase-Aktivitätsassay 
Puffer und Lösungen Zusammensetzung 
10x LDH-Puffer 45,3g KH2PO4, 116,1g K2HPO4 in 1 L dH2O lösen, pH 7,5  
1x LDH-Puffer 1:10 Verdünnung in dH2O 
0,35 mM ß-NADH in 1x LDH-Puffer am Messtag frisch ansetzen 
100 mM Pyruvat in 1x LDH-Puffer am Messtag frisch ansetzen 
2.11.7 Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (LC-
MS/MS) 
Die Methode der Flüssig-Flüssigextraktion mit anschließender Massenspektrometrie wurde 
genutzt, um Schilddrüsenhormone, deren Metabolite und Thyronamine in verschiedenen 
Ausgangsmaterialien zu messen. In dieser Arbeit wurde speziell der Gehalt von SDH in 
Zellkulturüberständen nach 7-tägiger Kultivierung bzw. von frisch angesetzten definierten 
Medien für primäre Astrozyten und Neuronen vermessen. Primäre Astrozyten- und 
Neuronkulturen wurden wie in 2.8.1 und 2.8.2 aufgearbeitet und in Triplikaten pro Behandlung 
in 12 well Kulturplatten ausgesetzt. Nach 7-tägiger Kultivierung wurden 400 µl des Mediums 
in 2 ml Reaktionsgefäßen gesammelt, die Zellen zweimal mit 1xPBS auf Eis gewaschen und 
alles bis zur Aufarbeitung bei -20°C gelagert. Die Probenextraktion, Messung und Auswertung 
von bis zu 15 SDH-Metaboliten/Thyronaminen lief folgendermaßen ab: SDH wurden 
angesäuert und mittels TBME/Isopropanol aus dem Zellkulturmediumüberstand extrahiert. Die 
isobaren Komponenten wurden mittels LC getrennt und in der MS/MS quantifiziert. Durch 
mitgeführte 13C- oder 2H-markierte interne Standardproben (z.B. 13C6-T4, 2H4-3-T1AM) 
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konnten Qualitätsmerkmale, wie Matrixeffekte und Extraktionseffizienz, analysiert und 
korrigiert werden (Rathmann et al. 2015). 
2.11.8 Kernspinresonanzspektroskopie (engl. Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 
NMR) 
Protonen- (1H) und Carbon-NMR (13C NMR)-Experimente wurden in Kooperation mit Prof. 
Dr. Juan Bernal, Prof. Dr. Sebastian Cerdan (Instituto de Investigaciones Biomédicas CSIC, 
UAM, CIBERER; Madrid, Spanien) und der vor Ort vorhandenen Service-Einrichtung für 
Magnetresonanzspektroskopie durchgeführt. Diese Methode wurde genutzt, um den zerebralen 
Energiestoffwechsel im Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mausmodell zu untersuchen. 
Sieben Wildtyp- und sechs CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäuse wurden im Alter von sechs Monaten 
nach Madrid verschifft und dort allen Messungen (1H und 13C NMR) unterzogen. Mit Hilfe der 
1H NMR kann man in vivo spezielle Bereiche, die über einen Voxel (3mm x 3mm x 3mm) im 
T1-gewichteten MRT-Bild definiert werden, oder ex vivo an Gewebebiopsien die endogene 
Metaboliten-Zusammensetzung genauer untersuchen. Wichtige klinische Parameter sind 
Cholin, Kreatin und N-Acetylaspartat, die in jedem Spektrum detektierbar sind. Mit Hilfe der 
LC Model Software wurde die Konzentration einzelner Metabolite durch Messung des 
Bereiches unterhalb des Peaks ermittelt. Es wurden nur Metabolite mit einer 
Standardabweichung ≤ 25% in die Auswertung einbezogen. Vor in vivo 1H NMR-Experimenten 
wurden die Mäuse anästhesiert (Isofluran/O2-Gemisch), in einer Halterung positioniert und in 
die Mitte des Spektrometers (Zentrum des magnetischen Feldes) geschoben. Während der 
Messung wurde die Maus weiterhin anästhesiert sowie die Körpertemperatur konstant auf 37°C 
gehalten und die Atmung überwacht. MRT-Bildaufnahmen und 1H NMR Messungen erfolgten 
an einem Bruker Pharmascan 7 Tesla Magnetresonanztomographen.  
Im Anschluss wurden die gleichen Tiere 13C NMR Messungen unterzogen. Hierfür wurden die 
Mäuse zunächst wieder mit einem Isofloran/O2-Gemisch narkotisiert und über die Halsvene 
(direkter Zugang zum Gehirn) [1-13C] markierte Glukose konstant über einen Zeitraum von 30 
Minuten injiziert (8µM/min/g). Über diese Zeit wurden die Atmung und die Körpertemperatur 
der Tiere kontrolliert. Im Anschluss wurde der Gehirnstoffwechsel in situ mittels eines 5kW 
Mikrowellen System (Muromachi Kikai Co. Ltd., Tokyo, Japan) abrupt gestoppt, Cortex und 
Striatum präpariert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Analyse des Einbaus von 
13C-markierten Atomen nach [1-13C] Glukoseinfusion in wichtige Metabolite des 
Gehirnstoffwechsels, wie zum Beispiel Laktat, Glutamat oder Glutamin, erfolgte ex vivo mittels 
13C High Resolution-Magic Angle Spinning (HR-MAS) NMR-Spektroskopie für Cortex und 
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Striatum (4 KHz Spinning, 4° C, 11.7 Tesla Bruker AVANCE500 WB Spectrometer). Parallel 
wurden nochmals ex vivo 1H HR-MAS NMR Messungen zur Ermittlung der endogenen 
Metabolitenkonzentrationen für Cortex und Striatum durchgeführt. Die HR-MAS NMR ist eine 
Methode, die speziell für die Analyse von intaktem Gewebe entwickelt wurde, bei der keine 
vorangehende Perchloressigsäure-Extraktion erforderlich ist. Die Auswertung der einzelnen 
Spektren erfolgte mit Hilfe des NMR Programms NUTS™ (Acorn, Freemont, CA), wobei auch 
hier wieder die Fläche unterhalb des jeweiligen Peaks berechnet und als absoluter Wert für den 
jeweiligen Metaboliten angenommen wurde. Grafisch dargestellt wurde die absolute Menge 
eingebautes 13C in verschiedene Metabolite (Laktat, Glutamin, Glutamat, GABA), normalisiert 
auf einen unbekannten, jedoch über alle Messungen konstanten Peak bei 14,8 ppm. 
2.12 Statistik 
Die statistische Auswertung aller Ergebnisse erfolgte mittels der Software GraphPad Prism 5.0. 
Der jeweilige durchgeführte Test sowie die Signifikanzen sind in den 
Abbildungsbeschriftungen angegeben. Die Fehlerbalken in den Diagrammen wurden als 






3.1 Phänotypische Charakterisierung der transgenen Mauslinie CamK-Cre;Mct8fl/fl 
Globale Mct8-defiziente Mäuse wurden während der letzten 10 Jahre ausführlich hinsichtlich 
ihres SDH-Metabolismus und ihres Verhaltens studiert und charakterisiert. Diese Mäuse 
replizieren zwar den abnormalen SDH-Phänotyp (erhöhte T3-, erniedrigte T4- und normale bis 
erhöhte TSH-Serumkonzentrationen), allerdings nicht den neurologischen, wie er in AHDS 
Patienten beobachtet wird. Neben einer normalen T4-Aufnahme, ist die T3-Aufnahme in das 
Gehirn Mct8-defizienter Mäuse stark beeinträchtigt. Gleichzeitig spricht eine erhöhte Dejodase 
2-Aktivität für eine hypothyreote Situation im Mct8-defizienten Gehirn allgemein (Trajkovic 
et al. 2007). Aufgrund dieser Beobachtungen stellt sich die Frage, ob im Mct8-defizienten 
Gehirn eine gestörte Aufnahme von T4 in Astrozyten vorliegt oder ob Neurone ihren 
hypothyreoten Zustand an Astrozyten signalisieren? Um diese Frage detaillierter zu 
beantworten, wurde ein Neuron-spezifisches Mct8-defizientes Mausmodell generiert. Vorteil 
gegenüber dem globalen Mausmodell ist, dass metabolische Veränderungen, die durch den 
Verlust von Mct8 speziell in Neuronen auftreten, nebst einer funktionalen, d.h. Mct8-
exprimierenden Blut-Hirn-Schranke (BHS) untersucht werden können.  
Für die folgenden Ergebnisse ist es wichtig die Kennzeichnung der entsprechenden Genotypen 
an dieser Stelle zu erläutern: Das Gen Mct8 wird X-chromosomal vererbt und somit sind 
männliche konditionale („gefloxte“) Nachkommen als Mct8fl/y und weibliche Nachkommen als 
Mct8fl/fl benannt. Zudem wurde für die meisten Versuche das konstitutive (folgend auch als 
„global“ bezeichnet) Mct8-defiziente Mausmodell für Vergleichsstudien herangezogen. 
Männliche Wildtyp (WT) Mäuse werden im Folgenden als Mct8+/y, knockout (KO) Mäuse als 
Mct8-/y, heterozygote weibliche Kontrolltiere als Mct8+/- und weibliche KO Mäuse als Mct8-/- 
gekennzeichnet. 
Zum Nachweis des spezifischen Expressionsverlustes von Mct8 in neuronalen Zellen wurde ein 
Multi-Organ Western Blot (Leber, Schilddrüse, Hypophyse von männlichen drei Monate alten 
Mäusen) mit einem Antikörper gegen Mct8 durchgeführt (Abbildung 10 A). Als Kontrolle 
wurden die gleichen zu untersuchenden Organe der globalen Mct8-defizienten Maus (Mct8-/y) 
mitgeführt. Ersichtlich wird, dass Mct8 in allen untersuchten Organen der CamK-Cre;Mct8fl/y-
Maus detektiert wird (ca. 60 kDa). In der globalen Mct8 KO-Maus kann jedoch in den 
entsprechenden Organen kein Mct8 mehr detektiert werden. Zudem konnte bei einzelnen 




Eine signifikante Reduktion der Mct8-Expression bei Neuron-spezifischen Mct8-defizienten 
Mäusen konnte in Cortex und Hypothalamus mittels quantitativer PCR nachgewiesen werden 
(Abbildung 10 B).  
 
Abbildung 10: Mct8-Expression in CamK-
Cre;Mct8fl/y- und globalen Mct8-defizienten 
Mäusen. A) Multi-Organ Western Blot gegen 
Mct8 und ß-Aktin. 1 – Hypophyse, 2 – Leber, 3 – 
Schilddrüse. Zwischen Genotypen und Organen 
sind keine Änderungen in der Proteinexpression 
erkennbar. In der globalen Mct8 knockout Maus 
(Mct8-/y) ist kein Mct8-Signal detektierbar. B) 
qPCR auf Cortex und Hypothalamus RNA von 
CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen. Es ist eine deutliche 
Reduktion der Mct8-Expression in beiden Organen 
erkennbar. Mittelwert + SEM, n=8. ***, p ≤ 0,001 
(Mann-Whitney-U Test). 
3.1.1 Charakterisierung äußerer Merkmale 
In dieser Arbeit wurden für alle Untersuchungen Mäuse im Alter von drei und sechs Monaten 
analysiert. Die Tiere zeigten keine äußerlichen Veränderungen hinsichtlich Körpergewicht und 
Körpergröße sowie im Herzgewicht (normalisiert auf das Körpergewicht) (Abbildung 11). Im 
allgemeinen Verhalten, wie Paarung, Wurfgröße oder Futteraufnahme, konnten ebenfalls keine 







Abbildung 11: Phänotypische Charakterisierung von adulten CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen 
im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern. Neuron-spezifische Mct8-defiziente Mäuse zeigen keine 
Veränderungen im Körpergewicht und der Körpergröße sowie im Herzgewicht (normalisiert auf das 
Körpergewicht). Mittelwert + SEM, n=8.  
3.1.2 Charakterisierung der Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen Achse (HPT-
Achse) 
Ein weiteres prominentes Merkmal von Patienten mit Mutationen im SDH-Transporter MCT8 
sind signifikant veränderte SDH-Konzentrationen im Serum, welche auch im konstitutiven 
Mct8-defizienten Mausmodell repliziert werden konnten. Die Messung von totalen SDH-
Serumkonzentrationen in drei Monate alten männlichen CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen zeigten 
signifikant erhöhte T3- und normale T4-Serumkonzentrationen, wobei weibliche Neuron-
spezifische Mct8-defiziente Mäuse leicht erhöhte T4- und normale T3-Konzentrationen 
aufweisen (Abbildung 12 A). Die Analysen der T3- und T4-Serumparameter von sechs Monate 
alten männlichen und weiblichen CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen zeigten ähnliche Tendenzen, 
jedoch keine signifikanten Unterschiede mehr auf (Daten nicht gezeigt). Da die Ausschüttung 
von SDH einem komplexen Regelkreis unterliegt, wurde zur vollständigeren Analyse der HPT-
Achse die Genexpression des Thyreoidea-stimulierenden Hormons (Tsh) sowie der Dejodase 2 
(Dio2) in der Hypophyse untersucht. Änderungen im Tsh-Spiegel konnten nur auf 
transkriptioneller Ebene der Tsh ß-Untereinheit (spezifische Untereinheit des Tsh) untersucht 
werden. Wie die Abbildung 12 B zeigt, wurden keine Änderungen in der Genexpression von 
Tshb und Dio2 zwischen Kontroll- und Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Tieren 
detektiert. Des Weiteren zeigten immunhistochemische Untersuchungen der Schilddrüsen 




(Daten nicht gezeigt). Demzufolge sind die geringfügig erhöhten T4- und T3-Konzentrationen 
im Serum nicht auf eine übermäßige Stimulation der Schilddrüse zurückzuführen.  
 
Abbildung 12: Charakterisierung der HPT-Achse in CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen im Alter 
von drei Monaten. A) Totale T4- und T3-Konzentrationen im Serum von CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-
Cre;Mct8fl/fl-Mäusen im Vergleich zu WT Geschwistern. Männliche Mäuse weisen signifikant erhöhte T3-
Serumkonzentrationen auf, wobei weibliche Neuron-spezifische Mct8-defiziente Mäuse erhöhte T4-
Konzentrationen im Serum aufweisen. B) Tshb und Dio2-Genexpression in CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-
Cre;Mct8fl/fl-Mäusen. Es konnten keine Änderungen der hypophysären Tshb- und Dio2-Genexpression zwischen 
den Genotypen und Geschlechtern detektiert werden. Mittelwert + SEM, n=8. *, p ≤ 0,05 (Mann-Whitney-U Test). 
3.1.3 Charakterisierung peripherer Organe 
AHDS Patienten leiden an einer stark ausgeprägten Muskelhypotonie verbunden mit 
Einschränkungen des Bewegungsapparates. Mit Hilfe des Rotarod-Tests wird die motorische 
Koordination und Ausdauer von Mäusen untersucht. Auch hier konnten keine Unterschiede 
zwischen den Tieren über fünf aufeinanderfolgende Läufe gemessen werden, wobei die 
Weibchen insgesamt eine längere Ausdauer über die Läufe zeigten (Abbildung 13). 
   
Abbildung 13: Rotarod-Test mit CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen im Vergleich zu ihren 
Wurfgeschwistern. Über fünf aufeinanderfolgende Läufe konnten keine Unterschiede hinsichtlich der 






Globale Mct8-defiziente Mäuse weisen neben den veränderten SDH-Serumkonzentrationen 
auch Organ-spezifische Veränderungen auf. So ist in diesen Tieren zum Beispiel die Leber ein 
hyperthyreotes Organ, unter anderem gekennzeichnet durch eine erhöhte Dejodase 1 (Dio1)-
Aktivität. Auch diese wurde in den Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Tieren beider 
Geschlechter untersucht. Aufgrund der nur schwach ausgeprägten veränderten SDH-
Serumkonzentrationen wurden keine signifikanten Änderungen der Leber Dio1-Aktivität 
erwartet. Ein radioaktiver Assay zur Messung der Dejodase-Aktivität bestätigte dies 
(Abbildung 14).  
 
Abbildung 14: Messung der Leber Dejodase 1-Aktivität in CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen. 
Es konnten keine Änderungen in der Dio1-Aktivität zwischen den Genotypen detektiert werden. Deutlich wird 
eine insgesamt geringere Dio1-Aktivität in weiblichen Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mäusen. Mittelwert 
+ SEM, n=8. 
3.2 Gehirn-Phänotyp von CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen 
Die bisher gezeigten Ergebnisse machen deutlich, dass Neuron-spezifische Mct8-defiziente 
Mäuse keine drastischen Änderungen hinsichtlich ihres SDH-Stoffwechsels und der HPT-
Achse aufweisen. Demzufolge kann dieses Mausmodell genutzt werden, um spezifisch den 
Einfluss des neuronalen Verlustes von Mct8 mit einer funktionalen, Mct8-exprimierenden Blut-
Hirn-Schranke, zu untersuchen. 
3.2.1 Analyse neuronaler Marker  
Es ist bekannt, dass SDH eine wichtige Stellung in der korrekten Gehirnentwicklung bereits im 
Fetus einnehmen. Um zu untersuchen, ob der Verlust von Mct8 zu strukturellen Veränderungen 
im Gehirn führt, wurden immunhistochemische Färbungen auf koronalen Gehirnschnitten 
gleicher Ebenen von WT und CamK-Cre;Mct8fl/y durchgeführt. Abbildung 15 zeigt die Färbung 
gegen Mct8 im somatosensorischen barrel field des Cortex auf beiden untersuchten Schnitten. 
Eine deutliche zelluläre, membranständige Färbung gegen Mct8 ist im Wildtyp im Vergleich 




Färbungen gegen NeuN (Abbildung 15) zeigt sich, dass diese Bereiche stark mit Neuronen 
ausgekleidet sind und somit kann geschlussfolgert werden, dass die im CamK-Cre;Mct8fl/y-
Schnitt fehlende Mct8-Färbung neuronalen Zellen entspricht. Des Weiteren hat der neuronale 
Verlust von Mct8 keinen Einfluss auf die Gesamtheit der Neuronen im Cortex und Striatum, 
wie die Färbung gegen NeuN zeigt (Abbildung 15). Die Analyse der Interneuron-Marker 
Parvalbumin und Calretinin (Abbildung 15) zeigt keine Unterschiede zwischen beiden 
Genotypen. Zusätzlich wurde die Expression von Calbindin, Gad65 und Gad67 untersucht 
(Daten nicht gezeigt). Es konnten jedoch auch hier keine Änderungen beobachtet werden.  
   
Abbildung 15: Immunhistochemische Färbungen im somatosensorischen Cortex (barrel field) auf Wildtyp- und 
CamK-Cre;Mct8fl/y-Gehirnschnitten. NISSL als Übersichtsfärbung des barrel field des somatosensorischen 
Cortex. Im WT ist eine eindeutige membranständige Mct8-Lokalistaion detektierbar, im neuronalen Mct8-
defizienten Schnitt ist diese stark verringert. Für die Expression von Parvalbumin und Calretinin sowie NeuN im 
Cortex und dorsalem Striatum (STRd) sind keine Unterschiede zwischen den Genotypen erkennbar. VL = lateraler 




3.2.2 Analyse von Schilddrüsenhormon-regulierten Genen mittels qPCR 
Es ist bekannt, dass SDH zahlreiche, zerebrale Gene über die Bindung an deren TREs positiv 
oder negativ regulieren. Besonders im globalen Mct8-defizienten Mausmodell wurde dies von 
mehreren Gruppen untersucht (Morte et al. 2010; Liao et al. 2011; Chatonnet et al. 2015). Um 
die Rolle des neuronalen Verlustes von Mct8 im Vergleich zum globalen Mct8 KO zu 
untersuchen, wurden Genexpressionsanalysen mittels quantitativer PCR auf Cortex-RNA 
durchgeführt. Der Fokus lag auf SDH-regulierten Genen, welche basierend auf ihrer 
Expressionsstärke, einem bestimmten zerebralen Zelltyp (Neuron, Astrozyt, Oligodendrozyt) 
zugeordnet werden konnten (Cahoy et al. 2008b). Insgesamt konnte für keines der untersuchten 
Gene eine signifikant erhöhte oder verminderte Expression in Neuron-spezifischen Mct8-
defizienten männlichen und weiblichen Mäusen im Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern 
detektiert werden (Abbildung 16). Auch in gleichaltrigen (3 Monate) globalen Mct8 KO-
Mäusen konnten nicht alle, in der Literatur beschriebenen Regulationen reproduziert werden. 
Hairless (Hr) ist ein klassisches SDH-reguliertes Gen (Thompson et al. 2000), welches in der 
Literatur häufig als Marker für veränderte SDH-Konzentrationen verwendet wird. Konstitutive 
Mct8-defiziente Mäuse zeigen stets eine Reduktion der Hr-Genexpression (Morte et al. 2010; 
Ferrara et al. 2013). Eine signifikant erniedrigte Expression konnte jedoch nur in weiblichen 
Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mäusen detektiert werden. Die Dejodase 2 (Dio2) wird 
im Cortex globaler Mct8-defizienter Mäusen, aufgrund der verringerten T3-Konzentration, 
induziert. Eine Steigerung der Genexpression konnte im globalen Mct8 KO-Mausmodell 
ebenfalls gezeigt werden. Im Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mausmodell findet diese 
Induktion nicht statt. Es zeigt sich eher eine Reduktion. In diesem Mausmodell liegt bei 
normalen T4-Serumspiegeln eine funktionale, Mct8-exprimierende BHS vor, wodurch die 
SDH-Aufnahme in das Gehirn unbeeinträchtigt stattfindet und somit auch die Astrozyten, als 
spezifische Dio2-exprimierende Zellen, mit adäquaten SDH-Konzentrationen versorgt werden.  
Vergleicht man beide Datensätze, so wird eine gegensätzliche Genregulation in Astrozyten, 
Neuronen und Oligodendrozyten zwischen dem globalen und Neuron-spezifischen Mct8 KO 
ersichtlich: z.B. ist die Dio2 und Slc1a3 im globalen Mct8 KO erhöht, im Neuron-spezifischen 
Mct8-defizienten Mausmodell tendenziell erniedrigt. Anhand dieser Daten zeigt sich ein 
deutlicher Einfluss von Mct8 auf die kortikale Genexpression in männlichen und weiblichen 
CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen ohne stark veränderte SDH-Konzentrationen und einer 
funktionierenden BHS. Astrozyten spielen in diesem Kontext, als Versorger der Neurone mit 
T3, eine wichtige Rolle, da diese besonders starke Veränderungen in der Expression 





Abbildung 16: Genexpressionsanalysen in CamK-Cre;Mct8fl/y- und CamK-Cre;Mct8fl/fl- sowie globalen Mct8-
defizienten Mäusen. Es zeigt sich eine gegensätzliche Zelltyp-spezifische Regulation der Gene in Neuron-
spezifischen (A) vs. globalen Mct8-defizienten (B) Mäusen, wobei besonders Astrozyten-spezifische Gene 
betroffen sind. Die Kennzeichnungen „Astrozyt“, „Neuron“ und „Oligodendrozyt“ entsprechen der Zelltyp-
spezifischen Genexpression. Mittelwert + SEM, n=6-8. *, p  ≤ 0,05; **, p ≤ 0,01; ***, p ≤ 0,001 (Mann-Whitney-
U Test).  
3.2.3 Analyse des zerebralen Energiestoffwechsels mittels NMR in vivo 
Es liegt der Verdacht nahe, dass der eingeschränkte SDH-Transport in Neurone mit den 
beobachteten neurologischen Defiziten in AHDS Patienten einhergeht. Bereits 2013 konnte die 
Gruppe um Prof. Juan Bernal mittels [1-13C] NMR zeigen, dass adulte globale Mct8-defiziente 
Mäuse einen erhöhten oxidativen Metabolismus, charakterisiert durch eine erhöhte Glutamat-
Anreicherung, sowie eine erhöhte glutamaterge und GABAerge Neurotransmission aufweisen. 
Diese Beobachtungen korrelieren jedoch nicht mit einer allgemeinen zerebralen hypo- oder 
hyperthyreoten Situation (Rodrigues et al. 2013a). Um den neuronalen Verlust von Mct8 in 
diesem Kontext genauer zu untersuchen, wurden männliche CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäuse, in 
Kooperation mit Prof. Juan Bernal und Prof. Sebastian Cerdan (IIB-UAM, Madrid Spanien), 
NMR Experimenten unterzogen. Es wurden sieben Wildtyp- und sechs CamK-Cre;Mct8fl/y-
Mäuse analysiert. Zunächst wurde mittels 1H NMR ex vivo die relative, endogene 
Metabolitenkonzentration speziell in Cortex und Striatum dokumentiert (Abbildung 17). 






und Kreatin/Phosphokreatin (Cr/PCr), welche im 1H NMR detektiert werden. Diese Metabolite 
lassen Schlussfolgerungen über neuronale Zellpopulationen, den Phospholipid Umsatz und den 
Energiespeicher zu, wodurch zerebrale Dysfunktionen identifiziert werden können. Die Summe 
aus Kreatin und Phosphokreatin (Cr + PCr) diente der Normalisierung, da diese über das Gehirn 
als stabil angesehen werden kann (Provencher 1993). Alle untersuchten zerebralen Metabolite 
zeigen sowohl im Cortex, als auch im Striatum von CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen keine 
Änderungen zwischen beiden Genotypen auf. Einzig die endogene Laktat-Konzentration ist 
tendenziell in CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen reduziert. 
 
Abbildung 17: 1H NMR-Analysen in Cortex und Striatum von CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen. Sowohl Wildtyp, als 
auch Neuron-spezifische Mct8-defiziente Mäuse zeigen keine Änderungen in der kortikalen und striatalen 
endogenen Zusammensetzung detektierter Substrate und Neurotransmitter. Kreatin (Cr), Phosphokreatin (PCr), 
N-Acetyl-L-Aspartat (NAA), Cholin (Cho), Glukose (Glc), Laktat (Lac), Glutamin (Gln), Glutamat (Glu), γ-
Aminobuttersäure (GABA). Mittelwert + SEM, n=6-7. 
Anschließend wurden die gleichen Mäuse 13C NMR Experimenten unterzogen. Unter Narkose 
wurde über die Halsvene [1-13C] markierte Glukose über 30 Minuten direkt in das Gehirn 
injiziert, anschließend der Stoffwechsel abrupt gestoppt und fixiert und Cortex und Striatum 
präpariert. Abbildung 18 zeigt zunächst schematisch den Metabolismus von [1-13C] Glukose 
und den damit verbundenen Einbau in Metabolite der Glykolyse, dem Citratzyklus (TCA 
Zyklus) und dem Neurotransmitterstoffwechsel (gekennzeichnet durch schwarze und graue 





   
Abbildung 18: Darstellung der Verstoffwechselung von [1-13C] Glukose und deren 13C-Einbau in Metabolite der 
Glykolyse, dem Citratzyklus (TCA Zyklus) und Neurotransmittern im Gehirn. Schwarze Markierungen 
entsprechen dem 13C-Einbau nach Verstoffwechselung von [3-13C] Pyruvat via PDH (Glutamat C4, Glutamin C4, 
GABA C2) und/oder PC (Glutamat C2, Glutamin C2, GABA C4). Graue Markierungen symbolisieren den Einbau 
von 13C nach einem zweiten Durchlauf des Stoffwechsels in die jeweiligen Metabolite (vorwiegend C2-/C3-
Einbau). Bild aus Zwingmann et al. (2003). 
Abbildung 19 A zeigt beispielhaft ein 13C NMR Spektrum vom Cortex einer Wildtyp-Maus mit 
der für die jeweiligen detektierbaren Metaboliten charakteristischen chemischen Verschiebung. 
Die Signalfläche jedes Metaboliten ist dabei proportional zum 13C-Einbau. Abbildung 19 B 
zeigt den 13C-Einbau in zerebrale Metabolite gemessen in Wildtyp- und CamK-Cre;Mct8fl/y-
Mäusen. Ein unbekannter Peak bei 14,8 ppm diente dabei für die Normalisierung, da dieser 
über alle NMR Messungen konstant war. Im Cortex und Striatum sind keine Änderungen in der 
Signalintensität des detektierbaren Glutamat C4 (Glu C4) und GABA C2 zwischen beiden 
Genotypen zu verzeichnen. Glutamin C2 und Glutamat C2 waren in den meisten Spektren nicht 
eindeutig als einzelne Signale unterscheidbar, weshalb diese zu Glx C2 (Gln C2 + Glu C2) 
zusammengefasst wurden. Jedoch zeigen sich auch hier keine Unterschiede zwischen beiden 
Genotypen. Glutamin C4 (Gln C4) konnte jeweils nur in einer von sieben Wildtyp- und einer 
von sechs CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen im Cortex und im Striatum gar nicht detektiert werden. 
Das Signal für diesen Metaboliten liegt in allen untersuchten Tieren unter dem Detektionslimit 
und konnte somit nicht ausgewertet werden. Allerdings ist in neuronalen Mct8-defizienten 
Mäusen ein verringerter 13C-Einbau in Laktat C3 detektierbar, welcher im Striatum signifikant 
vermindert ist. Diese Reduktion deutete sich bereits in den 1H NMR Daten in Cortex und 




erniedrigten Stoffwechsel in wichtigen zerebralen Regionen, wie Cortex und Striatum, 
aufweisen, charakterisiert durch einen geringeren Bedarf an Laktat als Energiesubstrat.  
        
           
Abbildung 19: 13C NMR Analysen nach Infusion von [1-13C] markierter Glukose in Cortex und Striatum von 
CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen. A) Beispielhafte Darstellung eines 13C NMR Spektrums vom Cortex einer Wildtyp-
Maus. Gekennzeichnet sind die detektierbaren Metabolite Lac C3, Glu C4, GABA C2 und Glx C2, aufgrund ihrer 
charakteristischen chemischen Verschiebung [ppm]. B) Es sind keine Änderungen im 13C-Einbau in die Metabolite 
Glutamat C4, GABA C2 und Glx C2 in Cortex und Striatum zwischen beiden Genotypen detektierbar. Glutamin 
C4 lag in den meisten Tieren unter dem Detektionslimit und konnte deshalb nicht ausgewertet werden. Neuronale 
Mct8-defiziente Mäuse weisen allerdings eine verringerte Intensität des Laktat C3-Signals in Cortex und Striatum 
im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen auf, wodurch sich eine Beeinträchtigung des Energiestoffwechsels andeutet. 
Laktat (Lac C3), Glutamin (Gln C4), Glutamat (Glu C4), γ-Aminobuttersäure (GABA C2), Glutamin C2 + 
Glutamat C2 (Glx C2), n.d. nicht detektierbar, 14,8 ppm ist ein unbekannter, aber über alle Messungen konstanter 
Peak, der zur Normalisierung herangezogen wurde. Mittelwert + SEM, n=6-7. *, p ≤ 0,05 (Mann-Whitney-U Test). 
Um zu überprüfen, ob die verringerten detektierten Laktatmengen in Cortex und Striatum auf 
eine Veränderung der Ldh-Enzymaktivität zurückzuführen sind, wurde diese aus Geweben 
dieser Gehirnregionen gemessen. Für den Cortex konnten keine signifikanten Veränderungen 
in der Ldh-Aktivität detektiert werden. Im Striatum von CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen zeigt sich 
dagegen eine deutliche Reduktion des Umsatzes von Pyruvat zu Laktat (Abbildung 20). Somit 
sind die verringerten Laktatmengen auf eine verringerte Ldh-Aktivität vor allem im Striatum 







Abbildung 20: Messung der Ldh-Aktivität in Cortex und Striatum von CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen. Im Cortex 
konnten keine Veränderungen im Umsatz von Pyruvat zu Laktat zwischen Wildtyp- und Neuron-spezifischen 
Mct8-defizienten Mäusen gemessen werden. Im Striatum von Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mäusen zeigt 
sich dagegen eine deutliche Reduktion der Ldh-Aktivität. Mittelwert + SEM, n=8. Statistik mittels Mann-Whitney-
U Test.  
Um die Annahme eines erniedrigten zerebralen Metabolismus Neuron-spezifischer Mct8-
defizienter Mäuse auf molekularbiologischer Ebene genauer zu untersuchen, wurde die 
Expression relevanter Transportproteine aus der Laktat-, Glukose-, Glutamin-, Glutamat 
(EAAT´s und Vglut´s)- und GABA-Transporterfamilie sowie Schlüsselenzyme des Energie 
(Pfkm, Ldha/b)- und Neurotransmitter (Pag, Gs, Gad1/2, Pc)-Stoffwechsels mittels 
quantitativer PCR analysiert. Insgesamt sind alle untersuchten Transportergene, bis auf Glut1 
und Glut3 sowie Mct1 und Mct2, im Cortex von CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen im Vergleich zu 
den Kontrolltieren tendenziell niedriger exprimiert. Eine signifikante Reduktion der 
Genexpression zeigte sich für den Astrozyten-exprimierten GABA-Transporter Slc6a11, 
welcher an der Wiederaufnahme von GABA aus dem präsynaptischen Spalt beteiligt ist 
(Minelli et al. 1996) und vor allem für die Glutamintransporter Slc38a2, Slc38a3 und Slc38a5 
in Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mäusen (Abbildung 21 „Transporter“). Slc38a2 ist 
ein in glutamatergen Neuronen exprimierter System A Transporter und für die Aufnahme von 
Gln in diese verantwortlich (Melone et al. 2006). Slc38a3 und Slc38a5 hingegen gehören zu 
den System N Transportern und sind in Astrozyten exprimiert, wo sie an der Abgabe von Gln 
in den extrazellulären Raum bzw. an Neurone beteiligt sind (Broer et al. 2001). Bei der Analyse 
wichtiger Schlüsselenzyme des Energiestoffwechsels im Cortex Neuron-spezifischer Mct8-
defizienter Mäuse zeigte sich zudem eine signifikant verminderte Genexpression der 
Phosphofruktokinase (Pfkm), der Glutamatdecarboxylase 1 (Gad1) und der Glutaminsynthetase 
(Gs) (Abbildung 21 „Enzyme“). Zusammenfassend deuten die verringerten Expressionsdaten 
wichtiger Enzyme und Transporter für den Neurotransmittermetabolismus oder deren 
Biosynthese mit der im NMR detektierten verringerten Laktatintensität auf einen 




neuronalem Mct8-Verlust hin. Trotz des reduzierten Transportes von Gln und GABA zwischen 
Astrozyten und Neuronen, zeigen CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen in vivo keine Änderungen der 
endogenen Neurotransmitterkonzentrationen. 
 
Abbildung 21: Genexpressionsanalysen im Cortex von CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen deuten auf einen 
verlangsamten Metabolismus sowie eine reduzierte synaptische Aktivität hin. Neuron-spezifische Mct8-defiziente 
Mäuse zeigen eine signifikant verringerte Expression des GABA-Transporters Slc6a11 sowie der 
Glutamintransporter Slc38a2, Slc38a3 und Slc38a5. Des Weiteren sind wichtige Schlüsselenzyme des 
Energiestoffwechsels wie die Phosphofruktokinase (Pfkm), die Glutamatdecarboxylase 1 (Gad1) und die 
Glutaminsynthetase (Gs) signifikant im Vergleich zu ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern reduziert. Mittelwert + 
SEM, n=8. *, p ≤ 0,05; **, p ≤ 0,01 (Mann-Whitney-U Test).  
Im Striatum von CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen konnte ebenfalls nach 13C NMR Analyse eine 
signifikant verringerte Laktatmenge detektiert werden. Daraufhin wurden die gleichen 
Glukose-, Laktat-, Glutamin-, Glutamat- und GABA-Transportergene und Enzyme, wie bereits 
im Cortex, im Striatum mittels qPCR untersucht. Insgesamt zeigten sich hier jedoch keine 
Änderungen im Vergleich zu den Kontrolltieren. Lediglich der neuronal exprimierte 
Glukosetransporter Glut3 und die Pfkm sind tendenziell niedriger exprimiert (Daten nicht 
gezeigt). 
3.3 Analyse des Energiestoffwechsels in primären Mct8-defizienten Astrozyten in vitro 
SDH beeinflussen den Energiestoffwechsel. Die Rolle von Mct8 in diesem Kontext wurde 
allerdings auf zellulärer Ebene bisher noch nicht analysiert. Durch die Etablierung und 
Optimierung eines definierten Serum-freien Kulturmediums für primäre Astrozyten, dem 
Seahorse XFe Flux Analyzer und Expressionsstudien wurde im Folgenden der Einfluss von 





3.3.1 Charakterisierung Mct8-defizienter Astrozyten 
Zur Charakterisierung isolierter primärer Astrozytenkulturen wurden zunächst 
Immunfluoreszenz-Färbungen mit Antikörpern gegen spezifische Astrozytenproteine, wie z.B. 
Gfap und Glast, und zur Lokalisation der Mct8-Expression in Wildtyp-Astrozyten 
durchgeführt. Die Zellen wurden insgesamt über sieben Tage (DIV7) kultiviert, wovon fünf 
Tage eine Kultivierung im definierten Serum-freien Medium mit 3nM T4 erfolgte (Abbildung 
22). Es ist eine deutliche Färbung der Intermediärfilamente im Cytoplasma der Astrozyten 
mittels Gfap zu sehen sowie eine deutliche membranständige Mct8-Färbung, was zu einer 
starken Überlagerung beider Signale führt (siehe „merge“ obere Reihe). Die Färbung gegen 
Glast, als Astrozyten-spezifischer Glutamat-Aspartat-Transporter, der an der Entsorgung von 
Glutamat aus dem präsynaptischen Spalt beteiligt ist, zeigt eine deutliche membranständige 
Färbung und Signal-Überlagerung mit Gfap (siehe „merge“ untere Reihe).  
 
Abbildung 22: Immunhistochemische Antikörper-Färbungen in primären Wildtyp-Astrozyten (DIV7). Obere 
Reihe: Es ist eine deutliche membranständige Mct8-Färbung zu erkennen sowie eine Überlagerung von Gfap 
(Astrozyten-spezifischer Marker) und Mct8 (siehe merge). Untere Reihe: Neben einer deutlichen Gfap-Färbung 
ist eine membranständige Färbung des Astrozyten-spezifischen Glutamat-Aspartat-Transporters (Glast) zu 
erkennen sowie deren Überlagerung. Maßstabsbalken entspricht 50µm. 
Zudem wurden primäre WT und Mct8-defiziente Astrozyten hinsichtlich ihrer SDH-
Transporter- und Rezeptorexpression analysiert. Die in der immunhistochemischen Färbung 
gezeigte Mct8-Expression konnte auch auf Transkriptebene in WT Zellen, jedoch nicht in 
Mct8-defizienten Astrozyten, nachgewiesen werden, (Abbildung 23). Dies verdeutlicht, dass 
das Modell primärer WT und Mct8-defizienter Astrozyten verlässlich ist und für weitere 




weitere SDH-Transporter, wie zum Beispiel Lat1 und Lat2 und zu geringem Anteil Mct10 
(Abbildung 23). Zudem konnte in beiden Zellen eine gleichmäßige Expression beider SDH-
Rezeptoren TRα und TRβ sowie des Plasmamembranrezeptors Integrin ανβ3 nachgewiesen 
werden (Abbildung 23). 
 
Abbildung 23: Expression verschiedener Schilddrüsenhormon-Transporter und –Rezeptoren in primären Wildtyp 
und Mct8-defizienten Astrozyten, kultiviert über 5 Tage mit 3nM T4. Die Expression wurde auf 18S als 
Housekeeper normalisiert. In beiden Zelltypen konnte die Expression von Lat1 und Lat2 und zu geringerem Anteil 
von Mct10 nachgewiesen werden. Mct8-defiziente Astrozyten zeigen keine Mct8-Expression. Zudem verfügen 
beide Zellen über die SDH-Rezeptoren TRα und TRβ sowie dem membranassoziierten Integrin ανβ3-Rezeptor. 
Mittelwert + SEM, n=3. 
Durch die Etablierung und Optimierung eines definierten Serum-freien Kulturmediums für 
primäre Astrozyten war es möglich, den Einfluss von SDH auf diese zu untersuchen. Die 
zelluläre Wirkung von physiologischen Konzentrationen an totalem T3 und T4 (3nM und 
10nM) auf den Stoffwechsel der Zellen sollte durch die Zugabe von Albumin, als SDH-
Bindeprotein, stabilisiert werden. Mittels LC-MS/MS Analytik konnten die jeweiligen 
eingesetzten SDH-Konzentrationen im nanomolaren Bereich bestätigt werden (Daten nicht 
gezeigt), wobei die freie SDH-Konzentration nicht bestimmt werden konnte. Beim Vergleich 
mit der Literatur liegt diese jedoch im picomolaren (pM) Bereich (Schmohl et al. 2015).  
3.3.2 Analyse des Energiestoffwechsels mittels Seahorse XFe Flux Analyzer in Mct8-
defizienten Astrozyten 
Es ist bekannt, dass Schilddrüsenhormone den Energiestoffwechsel beeinflussen: sie steigern 
die basale Atmung, die ATP Produktion und regulieren die Expression wichtiger 
Stoffwechselenzyme der Atmungskette, wie zum Beispiel Untereinheiten der Cytochrom C 
Oxidase und die F1-Untereinheit der ATPase sowie mitochondriale Transkriptionsfaktoren, wie 
zum Beispiel Tfam und Nrf1 (Magnus-Levy 1895; Lanni et al. 1994; Weitzel et al. 2001; 
Garstka et al. 2003).  
Parallel zu den in vivo Mausmodell-Studien wurde mittels des Seahorse XFe Flux Analyzer der 




Assay sind Aussagen über wichtige Parameter der mitochondrialen Atmung möglich: basale 
und maximale Atmung, ATP Produktion und Umsatz, Reservekapazität und Protonenleck.  
Für alle Versuche wurden die Zellen insgesamt über sieben Tage kultiviert, wobei nach zwei 
Tagen die Umsetzung auf definierte Serum-freie Kulturmedien ohne SDH (w/o TH), mit 3nM 
und 10nM T3 bzw. T4 für weitere fünf Tage erfolgte. Die Seahorse-Messungen erfolgten bei 
10mM Glukose und 2mM Glutamin als Substrat sowie den variierenden SDH-Konzentrationen 
im Assaymedium. Abbildung 24 A zeigt die Messung der basalen Atmung in primären WT 
versus Mct8-defizienten Astrozyten. WT Astrozyten zeigen über alle Behandlungen eine stabile 
Atmungsrate (oxygen consumption rate, OCR). Mct8-defiziente Astrozyten dagegen steigern 
tendenziell ihre basale Atmung im Vergleich zu WT Astrozyten bei Kultivierung mit 3nM T3 
(p=0,06) und T4 (p=0,09). Die Steigerung der basalen Atmung geht mit einem Ansteigen des 
Protonenlecks, welches ca. 20% der basalen Atmung entspricht, einher (Abbildung 24 B). Die 
Kultivierung von WT Astrozyten mit 10nM T3 führt zu einem tendenziellen Anstieg des 
Protonenlecks. Für alle anderen Behandlungen konnten jedoch zwischen den Zelltypen keine 
signifikanten Änderungen gemessen werden. Es ist bereits bekannt, dass SDH die Permeabilität 
der inneren Mitochondrienmembran für Protonen beeinflussen, indem sie die 
Zusammensetzung der Phospholipidschicht ändern (Brand et al. 1992). Ein erhöhtes 
Protonenleck ist zudem auf die Expression von Entkoppler-Proteinen (engl. uncoupling 
proteins, UCPs) zurückzuführen. Diese sind in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert 
und konnten als T3-regulierte Gene identifiziert werden (Lanni et al. 2003).  
 
Abbildung 24: Wichtige Parameter der mitochondrialen Atmung in Wildtyp- und Mct8-defizienten Astrozyten 
nach Langzeitkultivierung (5 Tage) mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen sowie ohne 
Schilddrüsenhormone (w/o TH). A) Die Behandlung mit 3nM T3 bzw. T4 führt zu einem 
konzentrationsabhängigen Anstieg der basalen Atmungsrate (OCR) in Mct8-defizienten Astrozyten. B) Das 
Protonenleck steigt ebenfalls in Mct8-defizienten Astrozyten mit ansteigenden T3- und T4-Konzentrationen, was 
auf eine mögliche Veränderung der Zellmembranzusammensetzung durch SDH zurückzuführen ist. Mittelwert + 






Eine weitere wichtige Funktion des mitochondrialen Stoffwechsels ist der ATP Umsatz, 
welcher die basale Atmung stark kontrolliert. Nach Auswertung erhält man ein ähnliches Bild 
in beiden Zelltypen, wie für die basale Atmung (absolute OCR-Werte in Tabelle 18 
zusammengefasst). Somit ist die tendenziell erhöhte OCR auf einen gesteigerten ATP Umsatz 
in Mct8-defizienten Astrozyten, bei Kultivierung mit 3nM T3 bzw. T4, zurückzuführen.  
Durch die Zugabe von FCCP, als Entkoppler der Atmungskette, erlangt man Informationen 
über die maximale Atmung in Zellen, da diese unabhängig vom ATP Umsatz abläuft. Die 
beobachteten SDH-abhängigen Anstiege in der Atmungsrate, wie im Ruhezustand, sind nicht 
mehr zu messen (Tabelle 18). Dies bedeutet, dass unter Bereitstellung von 10mM Glukose und 
2mM Glutamin als Energieäquivalente für die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS), beide 
Zelltypen eine ähnliche Elektronentransportaktivität und Substratoxidation aufweisen.  
Die Reservekapazität beschreibt die Fähigkeit von Zellen durch Substratbereitstellung und 
Elektronentransport auf einen steigenden Energiebedarf reagieren zu können. Diese Funktion 
macht somit Aussagen, wie nah Zellen unter den gegebenen Bedingungen an ihrem 
bioenergetischen Limit arbeiten. In Tabelle 18 sind die absoluten OCR-Werte für alle 
Bedingungen zusammengefasst. Schilddrüsenhormone haben keinen Einfluss auf die 
Reservekapazität in WT und Mct8-defizienten Astrozyten.  
Tabelle 18: Zusammenfassung wichtiger Parameter der mitochondrialen Atmung in Wildtyp (WT)- und Mct8-
defizienten Astrozyten (KO) nach Langzeitkultivierung (5 Tage) mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen 
sowie ohne Schilddrüsenhormone (w/o TH). Aufgelistet sind die absoluten OCR-Werte in [pmol/(min*µg)]. 
Mittelwerte ± SEM, n=3. Statistik mittels Mann-Whitney-U Test. 
 w/o TH 3nM T3 10nM T3 3nM T4 10nM T4 
ATP  
Umsatz 
WT 10,6 ± 2,0 11,1 ± 1,2 11,8 ± 0,8 11,7 ± 1,0 12,3 ± 0,9 
KO 11,2 ± 1,7 13,5 ± 0,9 12,1 ± 1,2 12,7 ± 0,5 13,0 ± 1,3 
p-Wert WT vs. KO 0,82 0,09 0,81 0,31 0,47 
maximale 
Atmung 
WT 32,2 ± 6,4 26,1 ± 3,1 26,4 ± 2,2 27,8 ± 2,4 30,4 ± 1,8 
KO 31,2 ± 2,8 32,6 ± 2,9 27,9 ± 4,4 26,5 ± 4,3 29,7 ± 3,6 
p-Wert WT vs. KO 0,48 0,24 1,00 0,82 0,57 
Reserve- 
kapazität 
WT 18,8 ± 4,1 13,0 ± 3,5 12,6 ± 3,0 14,5 ± 3,1 16,0 ± 1,9 
KO 18,3 ± 1,6 16,2 ± 2,4 16,0 ± 3,1 11,3 ± 4,0 14,4 ± 3,4 
p-Wert WT vs. KO 0,59 0,82 0,48 0,48 0,69 
 
Abschließend wurde die Respirationskontrollrate (engl. cell respiratory control ratio, cRCR) 




die Beziehung zwischen der Oxidation der Atmungskette und der mitochondrialen ATP-
Synthese und ist somit abhängig von der maximalen Substratoxidation und dem Protonenleck. 
Über die Behandlungen zeigen sowohl WT, als auch Mct8-defiziente Astrozyten keine 
signifikanten Unterschiede, was bedeutet, dass beide Zelltypen bei T3- und T4-
Langzeitkultivierung bzw. ohne SDH keine mitochondrialen Dysfunktionen aufweisen 
(Abbildung 25).  
 
Abbildung 25: Mitochondriale OXPHOS-Kapazität in primären Wildtyp- und Mct8-defizienten Astrozyten, 
kultiviert über 5 Tage mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen sowie ohne Schilddrüsenhormone (w/o TH). 
Die zelluläre Respirationskontrollrate (cRCR), errechnet als Quotient aus maximaler Atmung und Protonenleck, 
trifft Aussagen über die Kopplung von oxidativer Phosphorylierung und ATP-Synthese. Über alle Behandlungen 
sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zelltypen zu verzeichnen, was für eine funktionierende 
mitochondriale OXPHOS spricht. Mittelwert + SEM, n=3. 
3.3.3 Analyse der Citratsynthase-Aktivität in Mct8-defizienten Astrozyten 
Die Messung der Citratsynthase (CS)-Aktivität ist ein geeigneter Biomarker, um Rückschlüsse 
auf den Mitochondriengehalt in Geweben und Zellen zu erhalten (Larsen et al. 2012). Mct8-
defiziente Astrozyten zeigen in allen analysierten Funktionen der mitochondrialen 
Atmungskette eine tendenzielle Erhöhung im Vergleich zu WT Zellen. Eine mögliche 
Erklärung dafür ist eine erhöhte Mitochondrienmasse. Zellen beider Genotypen wurden, zur 
Vergleichbarkeit der bisherigen Ergebnisse, insgesamt 7 Tage kultiviert, wovon 5 Tage eine 
Langzeitkultivierung mit definiertem Serum-freien Medium mit 3nM und 10nM T3 bzw. T4 
sowie ohne SDH (w/o TH) beinhalteten. Nach Messung der Citratsynthase-Aktivität zeigt sich, 
dass Mct8-defiziente Astrozyten über alle T3- und T4-Behandlungen eine ähnliche CS-
Aktivität aufweisen. Im Vergleich zum Wildtyp bei gleicher Behandlung, wie zum Beispiel 
10nM T3 und 3nM T4, ist eine Erhöhung der CS-Aktivität in Mct8-defizienten Astrozyten 
messbar (Abbildung 26). Die Analyse der basalen und maximalen Atmung, dem ATP Umsatz 
und der Reservekapazität zeigte bei beiden Behandlungen eine Erhöhung in Mct8-defizienten 
Astrozyten. Insgesamt waren jedoch die beobachteten Effekte bei Behandlungen mit 3nM T3 
stärker, was laut Messung der CS-Aktivität nicht auf eine erhöhte Mitochondrienmasse 




OXPHOS-Parameter in Mct8-defizienten Astrozyten auf eine erhöhte CS-Aktivität 
zurückführen. 
 
Abbildung 26: Messung der Citratsynthase-Aktivität in Wildtyp- und Mct8-defizienten Astrozyten, kultiviert über 
5 Tage mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen sowie ohne SDH (w/o TH). Mct8-defiziente Astrozyten 
zeigen kaum Änderungen in der CS-Aktivität über alle Behandlungen. 10nM T3 und 3nM T4 führen zu einer 
starken Reduktion der CS-Aktivität in WT Astrozyten. Mittelwert + SEM, n=3. *, p ≤ 0,05; **, p ≤ 0,01 (Mann-
Whitney-U Test).  
3.3.4 Analyse der Expression OXPHOS-relevanter Gene in Mct8-defizienten 
Astrozyten 
Es ist bekannt, dass eine geringere Expression der einzelnen Komplexe der Atmungskette mit 
einer verringerten mitochondrialen OXPHOS-Kapazität assoziiert ist (Boudina et al. 2005). Die 
bisherigen Ergebnisse zeigen eine Erhöhung der oxidativen Phosphorylierung in Mct8-
defizienten Astrozyten und deshalb wurden ausgewählte Gene der OXPHOS sowie 
Transkriptionsfaktoren auf ihre Gen- und Proteinexpression nach Langzeitkultivierung mit T3 
und T4 bzw. ohne SDH untersucht. Folgende Kandidatengene der OXPHOS wurden analysiert: 
Ndufb8 (Untereinheit (UE) NADH-Dehydrogenase, Komplex I), Sdhb (UE Succinat-
Dehydrogenase, Komplex II), Uqcrc2 (UE Cytochrom bc1-Komplex, Komplex III), mt-Co1 
(UE Cytochrom C Oxidase, Komplex IV, T3-reguliert) und Atp5a1 (UE ATP-Synthase, 
Komplex V, T3-reguliert). Als essentieller mitochondrialer Transkriptionsfaktor von 
Atmungskettengenen wurde zudem Tfam untersucht sowie die Expression von Ant (Adenine 
Nucleotide Transporter: Export ATP aus Mitochondrienmatrix, Import ADP in Matrix). 
Tabelle 19 listet alle untersuchten Gene und deren relative Expression in WT und Mct8-
defizienten Astrozyten, kultiviert mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen. Die 
Genexpression wurde auf 18S (Housekeeper) normalisiert sowie auf 3nM T3 bzw. 3nM T4 
(euthyreote Situation) als Kontrolle bezogen. Insgesamt ist zu sagen, dass für keines der 
untersuchten OXPHOS-relevanten Gene signifikante Unterschiede zwischen WT und Mct8-





Tabelle 19: Relative Expression OXPHOS-relevanter Gene in Wildtyp- und Mct8-defizienten Astrozyten (KO) 
nach Langzeitkultivierung (5 Tage) mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen sowie ohne 
Schilddrüsenhormone (w/o TH). Die Genexpressionsdaten sind als 2-ΔΔCt-Werte dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
n=3. 
 w/o TH 3nM T3 10nM T3 w/o TH 3nM T4 10nM T4 
Ndufb8 
WT 0,8 ± 0,3 1,1 ± 0,3 0,9 ± 0,1 1,0 ± 0,4 1,1 ± 0,3 1,3 ± 0,2 
KO 1,2 ± 0,3 1,1 ± 0,3 1,1 ± 0,3 1,5 ± 0,4 1,4 ± 0,5 0,9 ± 0,1 
Sdhb 
WT 0,9 ± 0,2 1,1 ± 0,4 1,1 ± 0,2 1,0 ± 0,2 1,1 ± 0,4 1,4 ± 0,2 
KO 1,2 ± 0,4 1,1 ± 0,3 1,4 ± 0,4 1,2 ± 0,3 1,1 ± 0,3 1,1 ± 0,3 
Uqcrc2 
WT 0,9 ± 0,1 1,0 ± 0,2 1,2 ± 0,2 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,5 ± 0,3 
KO 1,2 ± 0,2 1,2 ± 0,1 1,2 ± 0,1 1,3 ± 0,2 1,6 ± 0,5 1,1 ± 0,1 
mt-Co1 
WT 0,8 ± 0,4 1,1 ± 0,3 1,1 ± 0,3 1,2 ± 0,8 1,5 ± 0,7 2,1 ± 1,0 
KO 1,2 ± 0,5 1,4 ± 0,4 1,4 ± 0,5 1,2 ± 0,4 1,1 ± 0,3 0,6 ± 0,3 
Atp5a1 
WT 0,9 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,2 ± 0,2 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,4 ± 0,3 
KO 1,0 ± 0,4 1,2 ± 0,2 1,3 ± 0,2 1,0 ± 0,4 1,4 ± 0,3 1,1 ± 0,2 
Ant 
WT 0,9 ± 0,1 1,0 ± 0,2 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,2 1,1 ± 0,3 1,4 ± 0,1 
KO 0,9 ± 0,1 1,2 ± 0,3 1,7 ± 0,5 1,1 ± 0,2 2,1 ± 0,5 1,7 ± 0,4 
Tfam 
WT 0,8 ± 0,3 1,0 ± 0,2 0,9 ± 0,1 0,9 ± 0,3 1,0 ± 0,2 1,2 ± 0,2 
KO 1,4 ± 0,3 1,2 ± 0,2 1,2 ± 0,1 1,5 ± 0,3 1,3 ± 0,3 1,9 ± 0,9 
 
Die Expression OXPHOS-relevanter Gene wurde zudem auf Proteinebene in WT und Mct8-
defizienten Astrozyten analysiert (Abbildung 27). Verwendet wurde hierfür ein AK-Cocktail, 
der sich aus fünf Proteinen der einzelnen Komplexe (CI bis CV) der Atmungskette 
zusammensetzt, welche eine wichtige Rolle für die Stabilität der einzelnen 
Komplexassemblierung einnehmen. Die Banden über 55 kDa sind unspezifisch. Die UE 
Ndufb8 des Komplex I konnte weder in WT noch in Mct8-defizienten Astrozyten detektiert 
werden. Unabhängig von der SDH-Konzentration und dem Genotyp bleibt die 
Proteinexpression aller Komplex-UE gleich. Einzig für das mitochondrial-kodierte Protein mt-
Co1 ist eine deutliche Signalminderung bei der Behandlung mit 10nM T3 im WT und vor allem 
Mct8-defizienten Astrozyten zu verzeichnen. Als Untereinheit des IV. Komplexes der 
Atmungskette ist dieses Protein an der Reduktion von Sauerstoff zu Wasser, unter Verbrauch 
von vier Elektronen aus Cytochrom C und Protonen, beteiligt. Eine signifikante Verringerung 
dieses Komplexes würde somit zu einer messbaren Reduktion der basalen und maximalen 
Atmungsrate unter Behandlung mit 10nM T3 führen. Da auf diesen Parametern jedoch keine 




in Astrozyten. Insgesamt passen die RNA- und Proteinexpressionsdaten zu den analysierten 
Parametern der mitochondrialen Atmung mittels Seahorse XFe Flux Analyzer.  
 
Abbildung 27: Proteinexpression wichtiger Komponenten der einzelnen OXPHOS-Komplexe (CI – CV) in 
Wildtyp (WT) und Mct8-defizienten (KO) Astrozyten  nach Langzeitkultivierung (5 Tage) mit 3nM und 10nM 
T3/T4 bzw. ohne Schilddrüsenhormone (w/o TH). Insgesamt bleibt die Proteinexpression aller Komponenten, 
unabhängig von SDH-Konzentration und Genotyp, gleich. Lediglich die Behandlung mit 10nM T3 führt zu einer 
Signalreduktion in WT und besonders Mct8-defizienten Astrozyten für das Komplex IV-Protein mt-Co1, was 
jedoch keine Auswirkungen auf die Aktivität wichtiger OXPHOS-Parameter hat.  
3.4 Analyse des Energiestoffwechsels in primären Mct8-defizienten Neuronen in vitro 
Parallel zu den in vitro Energiestoffwechsel-Studien in primären Mct8-defizienten Astrozyten 
wurden die gleichen Analysen in primären Mct8-defizienten Neuronkulturen durchgeführt, um 
den Einfluss von SDH, mit und ohne funktionaler Mct8-Expression, zu untersuchen.  
3.4.1 Charakterisierung Mct8-defizienter Neurone 
Primäre Wildtyp-Neurone wurden insgesamt über 7 Tage (DIV7) kultiviert, wobei nach zwei 
Tagen auf ein Serum-freies Kulturmedium mit 3nM T3 umgesetzt wurde und anschließend 
neuronale Marker (Tau, NeuN) sowie die Mct8-Lokalisation mittels Antikörper-Färbungen 
nachgewiesen. Tau ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, welches somit zum Teil das 
neuronale Zytoskelett stabilisiert und entlang des Axon lokalisiert ist. Eine Mct8-Färbung ist 
im Zellsoma, entlang der Axone sowie in der Membran detektierbar. NeuN wurde als Neuron-
spezifisches Kernprotein identifiziert (Mullen et al. 1992). Fast alle NeuN-positiven Zellen 
konnten mit dem Mct8-AK angefärbt werden, was zu einer deutlichen Signalüberlagerung im 





Abbildung 28: Immunfluoreszenz-Färbung neuronaler Marker (Tau, NeuN) und Mct8 auf Wildtyp-Neurone 
(DIV7). Obere Reihe: Es ist eine deutliche Färbung gegen Mct8 zu erkennen sowie eine axonale Überlagerung 
von Tau (Mikrotubuli-spezifischer Marker) und Mct8 (siehe merge). Untere Reihe: Es ist eine Überlagerung von 
NeuN-positiven Zellen und Mct8 im Zellsoma zu erkennen. Maßstabsbalken entspricht 50µm. 
Des Weiteren wurde die Expression verschiedener SDH-Transporter und –Rezeptoren mittels 
quantitativer PCR in WT und Mct8-defizienten Neuronen (DIV7) untersucht. Mct8 konnte nur 
in den WT-Zellen detektiert werden. Weiterhin zeigt sich eine starke Expression des SDH-
Transporters Lat1, sowie zu geringerem Maße von Lat2 und Mct10. Sowohl WT, als auch Mct8-
defiziente Neurone verfügen über beide SDH-Rezeptorformen TRα und zu geringerem Maße 
TRβ und exprimieren den membranassoziierten Integrin ανβ3-Rezeptor (Abbildung 29). 
 
Abbildung 29: Expression verschiedener Schilddrüsenhormon-Transporter und –Rezeptoren in primären Wildtyp 
und Mct8-defizienten Neuronen, kultiviert über 5 Tage mit 3nM T3. Die Expression wurde auf 18S als 
Housekeeper normalisiert. In beiden Zelltypen konnte die Expression von Lat1 und Lat2 und zu geringerem Anteil 
von Mct10 nachgewiesen werden. Mct8-defiziente Neurone zeigen keine Mct8-Expression. Zudem verfügen beide 
Zellen über die SDH-Rezeptoren TRα und TRβ sowie dem membranassoziierten Integrin ανβ3-Rezeptor. 
Mittelwert + SEM, n=3. 
Wie für die Kultivierung von primären Astrozyten wurde auch für primäre Neuronkulturen ein 
definiertes Serum-freies Kulturmedium etabliert und optimiert (Wirth et al. 2009; Roth et al. 




untersuchen. Die Wirkung von niedrigen physiologischen Konzentrationen an totalem T3 und 
T4 (3nM und 10nM) auf den zellulären Stoffwechsel sollte durch die Zugabe von Albumin, als 
SDH-Bindeprotein, stabilisiert werden. Messungen frisch hergestellter Medien mittels LC-
MS/MS Analytik bestätigten die jeweiligen eingesetzten SDH-Konzentrationen im 
nanomolaren Bereich (Daten nicht gezeigt). Wie bereits bei der Verwendung des Serum-freien 
definierten Mediums für primäre Astrozyten erwähnt, war es auch hier nicht möglich die freie 
Konzentration an SDH zu ermitteln. Auch in diesem untersuchten Modell ist die Annahme, 
dass keine Zugabe von SDH (w/o TH) einer hypothyreoten, 3nM T3/T4 einer euthyreoten und 
10nM T3/T4 einer hyperthyreoten Situation in WT Neuronen entspricht. 
Genexpressionsanalysen T3-regulierter Gene, wie Hairless (Hr) und Dejodase 3 (Dio3), 
zeigen, dass das definierte Serum-freie Medium physiologisch wirksam ist. Abbildung 30 zeigt, 
dass eine Langzeitinkubation mit 3nM T3 bzw. T4 zu einem Anstieg der Hairless-Expression 
in WT und Mct8-defizienten Neuronen führt (Mct8 KO w/o TH vs. 3nM bzw. 10nM T3, 
p=0,07). Die Dio3-Expression, als Neuron-spezifisches, SDH-inaktivierendes Gen, wird bei 
zunehmender SDH-Konzentration hochreguliert, was im Falle von 10nM T3 in Richtung 
hyperthyreoten Zustand in WT Neuronen deutet. Eine Regulation in Mct8-defizienten 
Neuronen findet nicht statt, was bedeutet, dass in diesen Zellen die SDH-Aufnahme stark durch 
den Mct8-Verlust beeinträchtigt ist. Dieses Ergebnis bestärkt die Annahme, dass die direkte 
Zugabe von 10nM T3 als aktiven Metaboliten einer hyperthyreoten sowie eine Behandlung 
ohne SDH (w/o TH) einer hypothyreoten Situation im WT entspricht. Insgesamt ist die Dio3-





Abbildung 30: Expressionsnachweis T3-regulierter Gene in Wildtyp- und Mct8-defizienten Neuronen, kultiviert 
über 5 Tage mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen bzw. ohne Schilddrüsenhormone (w/o TH). Es wurde 
auf 18S (Housekeeper) normalisiert und auf 3nM T3 bzw. T4 als Kontrolle bezogen. Die Hairless (Hr)-Expression 
kann mit T3, als auch T4 in beiden Zelltypen erhöht werden. Die Dio3-Expression wird mit steigenden SDH-
Konzentrationen in WT Neuronen hochreguliert. In Mct8-defizienten Neuronen erfolgt keine Regulation. Die 
Behandlung mit 10nM T3 als aktiven Metaboliten lässt, aufgrund der tendenziellen Hochregulation, eine 
hyperthyreote Situation in WT Zellen vermuten. Mittelwert + SEM, n= 3. 
3.4.2 Analyse des Energiestoffwechsels mittels Seahorse XFe Flux Analyzer in Mct8-
defizienten Neuronen 
Neurone sind hochenergetische Zellen und nehmen eine essentielle Rolle im zentralen 
Nervensystem ein, da sie für die Reizaufnahme sowie dessen Verarbeitung und Weiterleitung 
zuständig sind. Parallel zu den erhobenen Daten in primären Wildtyp- und Mct8-defizienten 
Astrozyten wurde ebenfalls der Energiestoffwechsel in primären WT und Mct8-defizienten 
Neuronen mit Hilfe des Seahorse XFe Flux Analyzer untersucht und die einzelnen Funktionen 
der OXPHOS berechnet. Durch die Kultivierung der Zellen in einem definierten, Serum-freien 
Medium ist es möglich, die T3- und T4-Konzentrationen individuell zu variieren und somit den 
Langzeiteinfluss auf die mitochondriale Atmung zu untersuchen. Für alle Versuche wurden die 
Zellen ohne SDH (w/o TH), mit 3nM und 10nM T3 bzw. T4 über fünf Tage kultiviert. Die 
Messungen erfolgten bei 10mM Glukose und 2mM Glutamin als Substrat im Assaymedium. 
Abbildung 31 A zeigt den Ruhezustand, gemessen als basale Atmung, in primären WT versus 
Mct8-defizienten Neuronen. Die Kultivierung mit T3 und T4 führt in WT Neuronen zu einem 






p=0,09; w/o TH vs. 10nM T4, p=0,09) der Atmungsrate (OCR). Mct8-defiziente Neurone sind 
ebenfalls in der Lage ihre OCR tendenziell mit T4 zu steigern (w/o TH vs. 3nM T4, p=0,09). 
Die Kultivierung mit 10nM T3 führt zudem zu signifikanten Unterschieden zwischen WT und 
Mct8-defizienten Neuronen. Insgesamt weisen Mct8-defiziente Neurone eine geringere basale 
Atmungsrate auf. Anhand des ATP Umsatz wird ersichtlich, dass Mct8-defiziente Neurone im 
Vergleich zum WT in der Lage sind bei Zugabe von 3nM T3 ihren ATP Umsatz signifikant zu 
steigern, dieser jedoch im Vergleich zum WT noch extrem verringert ist (Abbildung 31 B). In 
WT Neuronen ist ebenfalls eine Steigerung in Anwesenheit von 10nM T3 sowie zwischen 3nM 
T3 und 10nM T3 zu verzeichnen (p=0,06). Langzeitkultivierung mit 10nM T3 führt auch hier 
wieder zu signifikanten Unterschieden bezüglich des ATP Umsatzes zwischen beiden 
Zellgenotypen. Für eine Kultivierung mit 10nM T4 deutet sich ebenfalls eine Reduktion des 
ATP Umsatz in Mct8-defizienten Neuronen im Vergleich zu WT Neuronen an (p=0,09). Als 
weitere wichtige Funktion der mitochondrialen Atmung wurde die Reservekapazität, als Maß 
für das bioenergetische Limit der Zellen, dargestellt (Abbildung 31 C). Auch hier zeigen Mct8-
defiziente Neurone insgesamt einen geringeren Sauerstoffverbrauch pro Minute als WT 
Neurone, welcher durch die Kultivierung mit T4 signifikant gesteigert werden kann. Auch hier 
zeigt sich eine tendenzielle Reduktion der Reservekapazität bei Kultivierung mit 10nM T4 




                                                                       
Abbildung 31: Wichtige Parameter der mitochondrialen Atmung in Wildtyp- und Mct8-defizienten Neuronen nach 
Langzeitkultivierung (5 Tage) mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen sowie ohne Schilddrüsenhormone 
(w/o TH). A) Die Behandlung mit 3nM und 10nM T3 bzw. T4 führt zu einem konzentrationsabhängigen Anstieg 
der basalen Atmungsrate (OCR) in WT und Mct8-defizienten Neuronen. Die Behandlung mit 10nM T3 führt zu 
signifikanten Unterschieden zwischen beiden Zellgenotypen. Insgesamt ist die basale OCR in Mct8-defizienten 
Neuronen geringer. B) Der ATP Umsatz wird ebenfalls T3- und T4-konzentrationsbahängig in beiden Zellen 
gesteigert, ist jedoch in Mct8-defizienten Neuronen reduziert. C) Die Reservekapazität zeigt ebenfalls 
Unterschiede, steigt aber in WT und Mct8-defizienten Neuronen zu gleichen Teilen mit ansteigenden T3- und T4-
Konzentrationen und führt in Mct8-defizienten Neuronen zu einer signifikanten Steigerung der Reservekapazität 
durch T4-Behandlung. Mittelwert + SEM, n=3. *, p ≤ 0,05, **, p≤0,01 (Mann-Whitney-U Test).  
Des Weiteren zeigt sich ein ähnlicher T3- und T4-abhängiger Verlauf, wie in Abbildung 31, für 
das Protonenleck und die maximale Atmung (absolute OCR-Werte in Tabelle 20 
zusammengefasst). Besonders WT Neurone reagieren auf die Zugabe von 10nM T3 und T4 und 
steigern ihre maximale Atmungsrate im Vergleich zur hypothyreoten Situation (w/o TH vs. 
10nM T3, *, p≤0,05; 3nM T3 vs. 10nM T3, p=0,06; w/o TH vs. 10nM T4, p=0,09). In Mct8-
defizienten Neuronen führt diese Behandlung eher zu einer geringeren Steigerung der OCR 
(w/o TH vs. 3nM und 10nM T3 bzw. 3nM T4, p=0,09). Die Behandlung mit 10nM T3 führt zu 
signifikanten Unterschieden der maximalen Atmung zwischen WT und Mct8-defizienten 







Reduktion der maximalen Atmung in Mct8-defizienten Neuronen führt (p=0,06). Diese 
Ergebnisse deuten insgesamt auf eine hypothyreote Situation in Mct8-defizienten Neuronen im 
Vergleich zu WT Neuronen hin. Zum anderen zeigen diese Ergebnisse aber auch, dass sowohl 
WT als auch Mct8-defiziente Neurone in der Lage sind T4 direkt oder durch 
Verstoffwechselung in weitere SDH-Metabolite zu nutzen und Funktionen der OXPHOS in 
diesen Zellen zu regulieren. 
Tabelle 20: Zusammenfassung wichtiger Parameter der mitochondrialen Atmung in Wildtyp- und Mct8-
defizienten Neuronen nach Langzeitkultivierung (5 Tage) mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen sowie 
ohne Schilddrüsenhormone (w/o TH). Aufgelistet sind die absoluten OCR-Werte in [pmol/(min*µg)]. Mittelwert 
± SEM, n=3. *, p ≤ 0,05 (Mann-Whitney-U Test). 
 w/o TH 3nM T3 10nM T3 3nM T4 10nM T4 
Protonen- 
Leck  
WT 1,6 ± 0,5 2,6 ± 0,6 3,7 ± 0,7 2,5 ± 0,4 2,9 ± 0,4 
KO 1,6 ± 0,4 1,7 ± 0,1 2,2 ± 0,5 2,4 ± 0,6 2,0 ± 0,5 
p-Wert WT vs. KO 0,94 0,39 0,13 0,94 0,24 
maximale 
Atmung 
WT 23,1 ± 4,1 22,4 ± 4,3 33,9 ± 2,8 26,9 ± 3,8 30,8 ± 2,7 
KO 13,0 ± 2,3 19,0 ± 2,2 19,6 ± 2,9 25,7 ± 6,3 20,8 ± 3,9 
p-Wert WT vs. KO 0,09 0,70 0,02 (*) 0,94 0,06 
 
Die Respirationskontrollrate (cRCR), als Maß für die mitochondriale 
Phosphorylierungskapazität, wurde abschließend in WT und Mct8-defizienten Neuronen 
bestimmt. Diese Funktion wird kontrolliert durch die Substratoxidation und das Protonenleck. 
Trotz der detektierten geringeren maximalen Atmungsrate und dem Protonenleck in Mct8-
defizienten Neuronen im Vergleich zu WT Neuronen können für die Respirationskontrollrate 
letztlich keine Unterschiede, sowohl zwischen den Zellen als auch über die verschiedenen T3- 
und T4-Langzeitinkubationen, detektiert werden (Abbildung 32). Dies spricht für eine 
funktionale Integrität der Mitochondrien über alle T3- und T4-Behandlungen in WT und Mct8-







Abbildung 32: Mitochondriale OXPHOS-Kapazität in primären Wildtyp- und Mct8-defizienten Neuronen, 
kultiviert über 5 Tage mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen sowie ohne Schilddrüsenhormone (w/o TH). 
Die zelluläre Respirationskontrollrate (cRCR), errechnet als Quotient aus maximaler Atmung und Protonenleck, 
trifft Aussagen über die Kopplung von oxidativer Phosphorylierung und ATP-Synthese. Über alle Behandlungen 
sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zellgenotypen zu verzeichnen, was für eine funktionierende 
mitochondriale OXPHOS spricht. Mittelwert + SEM, n=3. 
3.4.3 Analyse der Citratsynthase-Aktivität in Mct8-defizienten Neuronen 
Aufgrund der beobachteten Änderungen des Energiestoffwechsels zwischen primären WT und 
Mct8-defizienten Neuronen wurde auch hier die Citratsynthase-Aktivität, als Maß für die 
Mitochondrienmasse, gemessen. Anhand der Abbildung 33 wird ersichtlich, dass keine der 
beiden analysierten Zellgenotypen eine signifikant erhöhte bzw. erniedrigte Citratsynthase-
Aktivität aufweisen. Somit können die Änderungen der OXPHOS-Parameter in Mct8-
defizienten Neuronen nicht auf eine veränderte Mitochondrienmasse zurückgeführt werden.  
 
Abbildung 33: Messung der Citratsynthase-Aktivität in Wildtyp- und Mct8-defizienten Neuronen, kultiviert über 
5 Tage mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen sowie ohne SDH (w/o TH). Sowohl WT, als auch Mct8-
defiziente Neuronen zeigen keine Änderungen in der CS-Aktivität über alle Behandlungen. Mittelwert + SEM, 
n=2.  
3.4.4 Analyse der Expression OXPHOS-relevanter Gene in Mct8-defizienten Neuronen 
Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine Erniedrigung wichtiger Funktionen der oxidativen 
Phosphorylierung in Mct8-defizienten Neuronen und deshalb wurden, wie für primäre 
Astrozyten ausgewählte Gene der OXPHOS, sowie Transkriptionsfaktoren, die mitunter als T3-




mit T3 und T4 bzw. ohne SDH untersucht. Tabelle 21 listet alle untersuchten Gene und deren 
relative Genexpression in WT und Mct8-defizienten Neuronen, kultiviert mit verschiedenen 
T3- und T4-Konzentrationen. Die Expression wurde auf 18S (Housekeeper) normalisiert, sowie 
auf 3nM T3 bzw. 3nM T4 (euthyreote Situation) als Kontrolle bezogen. Insgesamt ist zu sagen, 
dass Mct8-defiziente Neurone eine tendenziell verringerte Genexpression (besonders das mt-
Co1-Gen) über alle T3- und T4-Konzentrationen zeigen, diese jedoch in keinem der 
untersuchten Gene signifikant im Vergleich zum WT und zwischen den verwendeten SDH-
Konzentrationen ist. 
Tabelle 21: Relative Expression OXPHOS-relevanter Gene in Wildtyp- und Mct8-defizienten Neuronen nach 
Langzeitkultivierung (5 Tage) mit verschiedenen T3- und T4-Konzentrationen sowie ohne Schilddrüsenhormone 
(w/o TH). Die Genexpressionen sind als 2-ΔΔCt-Werte dargestellt. Mittelwert ± SEM, n=3. 
 w/o TH 3nM T3 10nM T3 w/o TH 3nM T4 10nM T4 
Ndufb8 
WT 1,4 ± 0,5 1,2 ± 0,5 1,5 ± 0,7 1,1 ± 0,4 1,3 ± 0,5 1,9 ± 0,7 
KO 0,9 ± 0,2 1,0 ± 0,5 1,0 ± 0,5 0,7 ± 0,2 0,6 ± 0,3 0,9 ± 0,3 
Sdhb 
WT 1,4 ± 0,4 1,2 ± 0,5 1,4 ± 0,7 1,2 ± 0,3 1,3 ± 0,5 1,8 ± 0,7 
KO 1,0 ± 0,4 0,9 ± 0,4 0,9 ± 0,3 0,9 ± 0,3 0,6 ± 0,2 0,9 ± 0,2 
Uqcrc2 
WT 1,4 ± 0,5 1,2 ± 0,4 1,0 ± 0,4 1,2 ± 0,4 1,3 ± 0,5 1,4 ± 0,4 
KO 1,1 ± 0,4 0,8 ± 0,3 0,9 ± 0,2 1,0 ± 0,4 0,6 ± 0,2 0,8 ± 0,1 
mt-Co1 
WT 1,7 ± 0,6 1,5 ± 0,7 2,8 ± 2,2 2,0 ± 0,7 1,4 ± 0,6 4,3 ± 2,2 
KO 1,1 ± 0,3 0,8 ± 0,4 0,7 ± 0,4 1,3 ± 0,4 0,7 ± 0,2 1,6 ± 0,7 
Atp5a1 
WT 0,9 ± 0,4 1,1 ± 0,3 0,9 ± 0,2 1,0 ± 0,4 1,1 ± 0,3 1,2 ± 0,3 
KO 1,1 ± 0,3 0,9 ± 0,3 0,9 ± 0,1 1,2 ± 0,4 0,8 ± 0,2 1,1 ± 0,2 
Tfam 
WT 1,5 ± 0,5 1,2 ± 0,4 1,6 ± 0,8 1,1 ± 0,4 1,3 ± 0,5 2,0 ± 0,9 
KO 1,2 ± 0,4 1,0 ± 0,5 0,9 ± 0,4 0,9 ± 0,3 0,6 ± 0,2 0,8 ± 0,2 
 
Die Expression OXPHOS-relevanter Gene wurde zudem auf Proteinebene überprüft 
(Abbildung 34). Verwendet wurde hierfür ein AK-Cocktail, der aus fünf Proteinen der 
einzelnen Komplexe (CI bis CV) der Atmungskette besteht, welche eine wichtige Rolle für die 
Stabilität der einzelnen Komplexassemblierung einnehmen. Die Banden über 55kDa sind 
unspezifisch. Bei einer Behandlung ohne SDH (w/o TH) lässt sich für alle fünf spezifischen 
Protein-UE eine geringere Expression detektieren, die teilweise in den Mct8-defizienten 
Neuronen noch schwächer ist (Ndufb8, mt-Co1). Durch Langzeitkultivierung mit 3 und 10nM 




gesteigert. Unterschiede zwischen Wildtyp und Mct8-defizienten Neuronen werden für die 
Komponenten des Komplexes III und IV (Uqcrc2 und mt-Co1) ersichtlich. Hier zeigt sich für 
Mct8-defiziente Neurone eine geringere Bandenintensität (Abbildung 34). Eine Reduktion 
deutete sich bereits auf RNA-Ebene für beide Gene an. Somit können die beobachteten 
verringerten Parametern der mitochondrialen Atmung, wie ATP Umsatz und Reservekapazität, 
in Mct8-defizienten Neuronen auf eine verringerte RNA- und Proteinexpression wichtiger 
Komponenten der einzelnen OXPHOS-Komplexe zurückgeführt werden. 
 
Abbildung 34: Proteinexpression wichtiger Komponenten der einzelnen OXPHOS-Komplexe (CI – CV) in 
Wildtyp (WT) und Mct8-defizienten (KO) Neuronen  nach Langzeitkultivierung (5 Tage) mit 3nM und 10nM 
T3/T4 bzw. ohne Schilddrüsenhormone (w/o TH). Die Behandlungen mit 3nM und 10nM T3 und T4 führen zu 
einem deutlichen Anstieg der Signalintensität für alle untersuchten Proteine. Expressionsunterschiede sind vor 
allem für mt-Co1 und Uqcrc2 zwischen den Genotypen zu erkennen. Hier zeigen Mct8-defiziente Neurone eine 







Schilddrüsenhormone (SDH) sind bereits ab der pränatalen Phase an der korrekten Entwicklung 
des Organismus essentiell beteiligt. Über eine Bindung an die nukleären 
Schilddrüsenhormonrezeptoren TRα und TRβ, welche als ligandenabhängige 
Transkriptionsfaktoren fungieren, regulieren SDH die Gentranskription. Dazu müssen sie, als 
geladene Aminosäurederivate, die Zellmembran passieren. Mit der Entdeckung von SDH-
Transmembrantransportern in den 1970er Jahren wurde das Paradigma, das SDH durch passive 
Diffusion in ihre Zielzellen gelangen, widerlegt (Krenning et al. 1978; Eckel et al. 1979). 
Seitdem wurden zahlreiche SDH-Transporter identifiziert und deren Wichtigkeit in der 
Aufnahme und Abgabe von SDH in Zielzellen verschiedenster Gewebe von mehreren 
Arbeitsgruppen untersucht (zusammengefasst in Schweizer et al. (2014)). Unter diesen konnte 
der Monocarboxylattransporter 8 (MCT8) als spezifischer T3- und T4-Transporter identifiziert 
werden (Friesema et al. 2003). Durch die Identifizierung von MCT8-Mutationen (Dumitrescu 
et al. 2004; Friesema et al. 2004) und deren Verbindung zum bereits 1944 beschriebenen Allan-
Herndon-Dudley Syndrom (AHDS) (Schwartz et al. 2005), eine X-chromosomal rezessiv 
vererbte Erkrankung, charakterisiert durch schwere psychomotorische Retardierung, nahm die 
Untersuchung von SDH-Transportproteinen im Feld der Endokrinologen verstärkt zu 
(Biebermann et al. 2005; Friesema et al. 2006). AHDS-Patienten leiden unter schwerer mentaler 
Retardierung und Muskelhypotonie. Außerdem zeigen sie ein abnormales SDH-Profil: stark 
erhöhte T3-Konzentrationen, erniedrigte T4- und normale bis leicht erhöhte TSH-
Konzentrationen. Das globale Mct8-defiziente Mausmodell, als mögliches murines Modell des 
humanen AHDS-Phänotyps, wurde generiert und charakterisiert (Dumitrescu et al. 2006; 
Trajkovic et al. 2007; Wirth et al. 2009). Es repliziert den endokrinologischen, aber nicht den 
neurologischen AHDS-Phänotyp. Die Aufnahme von T3 in das Gehirn Mct8-defizienter Mäuse 
ist stark reduziert, die T4-Aufnahme dagegen ist normal (Trajkovic et al. 2007). Um ein 
adäquates T3-Niveau aufrechtzuhalten, ist die Dejodase 2 (Dio2)-Aktivität induziert und die 
Dejodase 3 (Dio3)-Aktivität reprimiert, was prinzipiell für eine hypothyreote Situation im 
murinen Gehirn spricht (Trajkovic et al. 2007). Verhaltensstudien zeigten jedoch, dass es zu 
regionalen Unterschieden der SDH-Verfügbarkeit im Mct8-defizienten Gehirn kommt, da 
sowohl Auffälligkeiten identifiziert wurden, die einem hypo-, als auch hyperthyreoten Zustand 
des Gehirns entsprechen (Wirth et al. 2009). Eine mögliche Hypothese ist, dass der 
beeinträchtigte SDH-Transport, speziell von T3 in Neurone, für die Ausprägung mentaler 
Retardierung verantwortlich ist. Die T3-Konzentration im Gehirn wird durch zwei lokale 




spezifische T3-/T4-Transporter (Mct8, Oatp1c1, Lat2) in der Blut-Hirn-Schranke und über die 
Membranen der Zielzellen statt. Zum anderen wird die lokale T3-Konzentration durch die 
Produktion von T4 zu T3 durch die Dio2 und der weitere Abbau zu 3,3´-T2 durch die Dio3 
reguliert. Bereits 1985 untersuchten Van Doorn et al. mit Hilfe von unterschiedlich radioaktiv-
markierten Tracern (125I-T4, 131I-T3) deren Verteilung in 34 Organen euthyreoter Ratten, 
wodurch sie zudem Schlussfolgerungen auf die lokale T3-Produktion ziehen konnten. Im 
zerebralen Cortex konnten sie den höchsten Anteil berechnen (65% lokales T3 aus T4). In allen 
anderen untersuchten Organen (Leber, Lunge, Herz etc.) ist der Anteil an lokal produziertem 
T3 dagegen eher gering (van Doorn et al. 1985). Die Gruppe um Galton et al. zeigte anhand 
Dio2-defizienter Mäuse, dass diese Tiere mit normalen Serum-T3- und erhöhten T4-
Konzentrationen, aber stark verringerten T3- und erhöhten T4-Konzentrationen im Gehirn, 
einen milden neurologischen Phänotyp aufzeigen. Somit spielt die Versorgung des Gehirns mit 
T3 (und T4) über das Blut neben der lokalen T3-Produktion ebenfalls eine wichtige Rolle in 
der SDH-Homöostase und der Entwicklung des Gehirns (Galton et al. 2007).  
Trotz zahlreicher Studien ist die zerebrale Funktion von Mct8 während der Entwicklung allein 
und im Vergleich mit anderen SDH-Transportern mittels Doppel-defizienten Mausmodellen 
(siehe 1.3.3) bisher noch nicht eindeutig geklärt. Zelltyp-spezifische Mct8-defiziente 
Mausmodelle sowie primäre neuronale und astrozytäre Kulturen Mct8-defizienter Mäuse sind 
unabdingbar und können Aufschluss über die Rolle von Mct8 in der BHS sowie auf der 
zellulären Ebene geben. Um den neurologischen AHDS-Phänotyp besser zu verstehen, muss 
die Komplexität des Gehirns mit seinen verschiedenen Zelltypen berücksichtigt werden. In 
dieser Arbeit wurde ein konditionelles Neuron-spezifisches Mct8-defizientes Mausmodell 
(CamK-Cre;Mct8fl/fl) hinsichtlich der zerebralen Genexpression und des Energiestoffwechsels 
in vivo untersucht. Zudem erfolgte die SDH-abhängige Analyse des Energiestoffwechsels und 
die Interaktion bezüglich des SDH-Transports und -Metabolismus in primären Mct8-
defizienten Neuron- und Astrozytenkulturen in vitro. Die erhobenen Daten werden im 
Folgenden diskutiert. 
4.1 Das Neuron-spezifische Mct8-defiziente Mausmodell im Vergleich zum globalen 
Mct8-defizienten Mausmodell 
Die Generierung eines Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mausmodells bietet den Vorteil 
gegenüber dem konstitutiven Mct8-defizienten Mausmodell, dass molekulare und 




auftreten, nebst einer funktionalen, d.h. Mct8-exprimierenden BHS untersucht werden können. 
Aufgrund des spezifischen neuronalen Mct8-Verlustes wurden keine drastischen Änderungen 
des allgemeinen SDH-Metabolismus in diesem Mausmodell erwartet. Zudem exprimieren 
murine Neurone bereits in frühen Embryonalstadien weitere SDH-Transporter, wie Lat1 und 
Lat2, die bei der Kompensation des Mct8-Verlustes eine große Rolle spielen (Wirth et al. 2009; 
Braun et al. 2011a). Anhand eines Multi-Organ Western Blots konnte eine unveränderte 
Proteinexpression von Mct8 in der Schilddrüse, als SDH-produzierendes Organ, sowie in 
weiteren Organen der Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen (HPT) Achse und auch in der 
Leber nachgewiesen werden. Die Charakterisierung von CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen beider 
Geschlechter bezüglich Größenwachstum, Körper- und Herzgewicht zeigt insgesamt keine 
Änderungen zu ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern. Untersuchungen der motorischen 
Koordination der Mäuse mittels Rotarod-Test zeigten ebenfalls keine Unterschiede. Die 
Analyse der SDH-Spiegel im Serum von drei Monate alten Tieren ergab 
geschlechterspezifische Unterschiede, da für männliche Mäuse ein leicht erhöhtes T3 bei 
normalem T4 im Serum und bei weiblichen Mäusen ein leicht erhöhtes T4 bei normalem T3 im 
Serum detektiert wurde. Im Alter von sechs Monaten konnten diese geringfügig signifikanten 
Änderungen jedoch nicht mehr gemessen werden. Die Regulation von zirkulierenden SDH 
unterliegt dem streng kontrollierten thyreotropen Regelkreis und deshalb wurden nach 
Detektion der leicht veränderten SDH-Konzentrationen weitere Hauptkomponenten der HPT-
Achse untersucht. Jedoch konnten keine Änderungen der Tshb- und Dio2-Transkripte in 
Hypophysen von CamK-Cre;Mct8fl/fl- und Wildtyp-Mäusen beider Geschlechter detektiert 
werden. Zudem zeigten die Schilddrüsen dieser Tiere keine morphologischen Veränderungen 
in Follikelgröße oder Epithelhöhe. Somit können die veränderten SDH-Konzentrationen nicht 
auf eine übermäßige Stimulation der Schilddrüse zurückgeführt werden und die Regulation der 
HPT-Achse läuft weitestgehend unverändert in CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen beider 
Geschlechter ab. Im Vergleich dazu wurden in Mct8-/y-Mäusen stark erhöhte T3- und 
erniedrigte T4-Serumkonzentrationen sowie erhöhte TSH-Konzentrationen detektiert 
(Dumitrescu et al. 2006; Trajkovic et al. 2007). Der grundlegende Mechanismus dieser 
abnormalen SDH-Konzentrationen konnte jedoch bisher noch nicht vollständig aufgeklärt 
werden. Mittels eines TSH-Suppressionstest konnte die Gruppe um Dumitescu et al. zeigen, 
dass in Mct8-/y-Mäusen eine Resistenz gegenüber T3 und T4 vorliegt, welche möglicherweise 
durch den Mct8-Verlust in regulatorischen Zellen der HPT-Achse vermittelt wird (Dumitrescu 
et al. 2006; Di Cosmo et al. 2009). Trajkovic et al. zeigten zudem, dass die erhöhte Trh-




Konzentrationen supprimiert werden kann. Dies zeigt zum einen, dass die Trh-Neurone im 
paraventrikulären Nukleus in der Lage sind auf lokal produziertes T3 zu reagieren und zum 
anderen auch eine Mct8-abhängige T3-Aufnahme in diese Zellen  (Trajkovic et al. 2007). Die 
Leber Mct8-defizienter Mäuse zeigt eine normale T3-/T4-Aufnahme, einen Anstieg des T3-
/T4-Gehaltes und eine erhöhte Dio1-Aktivität, was in einem hyperthyreoten Zustand dieses 
Organs resultiert und ein Grund für die erniedrigten T4-Serumspiegel sein könnte (Dumitrescu 
et al. 2006; Trajkovic et al. 2007). Die Gruppe um Liao et al. untersuchte daraufhin die Rolle 
der Dio1 und/oder Dio2 in Mct8-Defizienz mit Hilfe von globalen Doppel-knockout 
Mausmodellen. Sie zeigten, dass die parallele Inaktivierung von Mct8 und Dio1 zu einer fast 
vollständigen Regenerierung der SDH-Serumspiegel auf das Kontrollniveau führt. Daraus 
schlussfolgerten sie, dass die erhöhten T3- bzw. erniedrigten T4-Serumspiegel in Mct8-
Defizienz auf eine erhöhte Konversation von T4 zu T3, katalysiert durch Dio1, zurückzuführen 
sind (Liao et al. 2011). Mit Hilfe eines konditionellen Mausmodells war es unserer 
Arbeitsgruppe möglich, diese Hypothese anhand eines Leber-spezifischen Dio1-Verlustes in 
Mct8-Defizienz (Alb-Cre;Trspfl/fl;Mct8-/y) zu überprüfen. Die Analyse der Tiere ergab, dass sich 
die zirkulierenden SDH-Konzentrationen trotz einer inaktiven Dio1 nicht normalisieren bzw. 
ändern und somit andere Organe, wie zum Beispiel die Niere, an diesem Prozess beteiligt sein 
könnten (Wirth et al. 2015). Die Dio1-Aktivität in der Leber von CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen 
zeigt ebenfalls keine Veränderungen im Vergleich zu ihren WT-Wurfgeschwistern beider 
Geschlechter, was aufgrund der gering veränderten zirkulierenden SDH-Parameter erwartet 
wurde. Es zeigt sich jedoch deutlich eine um 30% verringerte Dio1-Aktivität in weiblichen WT 
und CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen. Dieser Geschlechtsdimorphismus konnte bereits 2006 für die 
Dio1-Aktivität in Mäusen nachgewiesen werden (Riese et al. 2006).  
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass das CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mausmodell genutzt 
werden kann, um den neuronalen Einfluss von Mct8, nebst einer funktionalen Mct8-
exprimierenden BHS sowie weitestgehend unabhängig von veränderten zirkulierenden SDH-
Parametern hinsichtlich des SDH-Transports und –Metabolismus im Gehirn zu untersuchen. 
4.2 Gehirnphänotyp Neuron-spezifischer Mct8-defizienter Mäuse im Vergleich zum 
globalen Mct8-defizienten Mausmodell 
Schilddrüsenhormone sind wichtige Regulatoren der korrekten Gehirnentwicklung. Trotz der 
stark veränderten SDH-Parameter in AHDS-Patienten, als auch in Mct8-defizienten Mäusen, 




Kretinismus im Gehirn. Im Mct8-defizienten Mausmodell ist die Reifung der Purkinje-Zellen 
und die Verzweigung von Dendriten im Cerebellum normal (Trajkovic et al. 2007; Morte et al. 
2010). Ebenso sind keine strukturellen Beeinträchtigungen hinsichtlich der Zellmigration zur 
korrekten Ausbildung der kortikalen Schichten sowie im Hippocampus zu verzeichnen. Die 
Anzahl der Parvalbumin- und Calretinin-positiven Interneurone ist ebenfalls unverändert 
(Wirth et al. 2009). Erstmals 2014 wurden anhand von post mortem durchgeführten 
histopathologischen Untersuchungen des Gehirns eines 30 Wochen alten MCT8-defizienten 
Fetus sowie eines 11 Jahre alten AHDS-Patienten strukturelle Veränderungen gezeigt (Lopez-
Espindola et al. 2014). Im Mct8-defizienten Fetus kam es zu einer verzögerten kortikalen und 
zerebralen Entwicklung und Myelinisierung sowie zu einem Verlust Parvalbumin-
exprimierender Interneurone und einer gestörten Purkinje-Zellen-Differenzierung. Die 
verzögerte Myelinisierung manifestierte sich im 11-Jährigen zu einer Hypomyelinisierung 
sowie veränderten Kleinhirnstrukturen und Parvalbumin-Expressionen (Lopez-Espindola et al. 
2014). Diese Beobachtungen sind mit einer chemisch-induzierten Hypothyreose im sich 
entwickelnden Nager-Gehirn vergleichbar (Guadano Ferraz et al. 1994; Berbel et al. 1996), 
jedoch nicht eindeutig mit den klassischen Anzeichen einer angeborenen Hypothyreose. 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Verlustes von Mct8 speziell in Neuronen in 
adulten Mäusen untersucht. Zunächst konnte eine deutliche Reduktion der Mct8-Expression in 
den Neuronen des somatosensorischen barrel field im Cortex, ohne Beeinflussung der Gesamt-
Neuronenanzahl, detektiert werden. Zudem zeigten sich in dieser Region keine Änderungen in 
der Expression von Interneuronmarkern, wie Parvalbumin, Calbindin und Calretinin. Bei einer 
SDH-Unterversorgung des Gehirns wären deutliche Veränderungen ersichtlich, wie zum 
Beispiel eine verringerte Anzahl von Interneuronen, verkümmerte Dendriten und axonales 
Wachstum sowie die Migration von cholinergen und Pyramiden-Zellen im Cortex und 
Purkinje-Zellen im Cerebellum wären verzögert (zusammengefasst in Bernal (2000)). Im 
globalen Mct8-defizienten Mausmodell konnten, wie bereits erwähnt, diesbezüglich auch keine 
zerebralen morphologischen Unterschiede bzw. Auffälligkeiten detektiert werden, obwohl 
diese Tiere eine stark verringerte T3- und T4–Konzentration im Prosencephalon zeigen (Müller 
et al. 2014). Die frühe Expression weiterer SDH-Transporter, wie zum Beispiel Oatp14 und 
Lat2, nehmen im murinen Mct8-defizienten Gehirn in diesem Aspekt eine wichtige 
kompensierende Rolle ein (Wirth et al. 2009; Mayerl et al. 2014). Expressionsanalysen T3-
regulierter Gene im Cortex von CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen im Vergleich zu gleichalten 
konstitutiv Mct8-defizienten Mäusen zeigen kaum signifikante Veränderungen. Die 




Oligodendrozyt) zugeordnet werden (Cahoy et al. 2008a). In der Literatur beschriebene SDH-
Regulationen von Hairless (Hr) oder Neurogranin (Rc3) (Thompson et al. 2000; Morte et al. 
2010) konnten allerdings nur teilweise im globalen Mct8-defizienten Mausmodell repliziert 
werden. Im männlichen CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mausmodell deutet sich eine gegensätzliche 
Regulation Astrozyten-spezifischer Gene im Vergleich zu Mct8-/y-Mäusen an. So sind Dio2, 
Slc1a3 (Glutamat-Aspartat Transporter) und Aldh1a1 (Aldehyddehydrogenase Familie 1) im 
Cortex von Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mäusen tendenziell niedriger, im globalen 
Mct8 knockout tendenziell höher exprimiert. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass im 
neuronalen Mct8-defizienten Mausmodell die T3- und T4-Aufnahme in Neurone durch den 
Mct8-Verlust stark beeinträchtigt ist, es dadurch zu einer verzögerten T3-Abgabe durch den 
Astrozyten selbst und somit zu einer verstärkten T3-Akkumulation in diesen Zellen kommt. 
Dies wiederum führt zu einer Repression T3-regulierter Gene. Eine weitere Hypothese ist, dass 
neuronal-exprimierter Mct8 neben der Aufnahme von SDH stärker an der Abgabe dieser 
beteiligt ist. Aufgrund des Mct8-Verlustes signalisieren Neurone im CamK-Cre;Mct8fl/fl-
Mausmodell Astrozyten einen euthyreoten Zustand, wodurch das T3 im Astrozyten 
akkumuliert bzw. in den Liquor abgegeben wird. Eine Mct8-vermittelte Aufnahme und Abgabe 
konnte bereits durch die Arbeitsgruppe um Prof. Ulrich Schweizer in primären WT und Mct8-
defizienten Astrozyten bestätigt werden (unpublizierte Daten). Eine Beteiligung von humanem 
MCT8 an der Abgabe von T3 und T4 aus Zellen konnte zudem kürzlich durch Johannes et al. 
mit Hilfe von stabil transfizierten hMCT8 MDCK-Zellen und LC-MS/MS Analytik bewiesen 
werden (Johannes et al. 2016). Messungen der SDH-Konzentrationen im Cortex dieser Mäuse 
würden zur Aufklärung beitragen, konnten jedoch im Zuge dieser Arbeit nicht durchgeführt 
werden. Morte et al. untersuchten die Genexpression positiv- (werden durch T3 induziert, bei 
Hypothyreose unterdrückt) und negativ-regulierter T3 Gene (werden dagegen bei 
Hypothyreose induziert und durch T3 supprimiert) in Wildtyp, Mct8 knockout, Dio2 knockout 
und Mct8/Dio2 Doppel-knockout Mausmodell. Sie schlussfolgerten, dass T3-positiv regulierte 
Gene (z.B. Hr, Aldh1a1) gleichermaßen von zirkulierenden und lokal produzierten T3-
Konzentrationen beeinflusst werden. Negativ regulierte Gene (z.B. Slc1a3) sind jedoch 
gegenüber der Dio2-Aktivität sehr sensitiv und somit in ihrer Expression verstärkt von lokal 
produziertem T3 via Dio2 abhängig (Morte et al. 2010). Auf transkriptioneller Ebene zeigt sich 
eine tendenzielle Erniedrigung der Dio2- und Dio3-Expression im Cortex männlicher CamK-
Cre;Mct8fl/fl-Mäuse im Vergleich zu den Kontrolltieren, in weiblichen Tieren ist die Expression 
dagegen ähnlich. CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäuse haben leicht erhöhte T3-Konzentrationen, 




als lokal via Dio2 produziertes T3. Hierfür sind allerdings funktionale Aktivitätstests der 
Dejodasen notwendig, da diese als Selenoenzyme in ihrer Expression und Aktivität zum einen 
stark vom Selengehalt der Zelle bzw. des Organs abhängig sind und zum anderen 
posttranskriptionale regulatorische Mechanismen Einfluss auf die Selenoproteinexpression 
nehmen (Riese et al. 2006). Die Ergebnisse sprechen aber für eine erhöhte Beteiligung 
zirkulierender SDH-Konzentrationen auf die Genexpression, die sich jedoch auf Astrozyten-
spezifische Gene beschränkt. Dies bestärkt zum einen die Hypothese, dass Astrozyten aktiv 
Neurone mit SDH versorgen. Zum anderen zeigt dies auch, dass Neurone ihren SDH-Status an 
Astrozyten, als Versorgungszellen, signalisieren.  
4.3 Zerebraler Energiestoffwechsel im neuronalen Mct8-defizienten Mausmodell in vivo 
AHDS-Patienten weisen starke neurologische Defizite auf: kognitive Beeinträchtigungen, 
Muskelschwäche sowie Sprach- und psychomotorische Entwicklungsverzögerungen (Allan et 
al. 1944; Schwartz et al. 2007). Die grundlegenden fehlregulierten Mechanismen bei MCT8-
Defizienz sind allerdings bisher ungeklärt. Es wird vermutet, dass die neurologischen 
Beeinträchtigungen aufgrund einer SDH-Unterversorgung wichtiger Zellen, wie Neuronen und 
Oligodendrozyten, während kritischer Phasen der Gehirnentwicklung auftreten. Diese 
Hypothese wird durch eine verzögerte Myelinisierung, wie sie in vielen AHDS-Patienten 
vorliegt, gestützt (Visser et al. 2011; Horn et al. 2013; Schweizer et al. 2013). Die 
Differenzierung von Oligodendrozyten und der damit verbundenen neuronalen Myelinisierung 
ist stark von SDH abhängig (Jones et al. 2003). Bisher sind nur wenige Daten bezüglich der 
SDH-Transporterexpression in Oligodendrozyten verfügbar, jedoch konnte Mct8 in der 
murinen Oligodendrozyten-Zelllinie 158N auf Transkript- und Proteinebene nachgewiesen 
werden (Braun et al. 2011a). Somit ist es wahrscheinlich, dass Mct8 ein wichtiger Regulator 
der Myelinisierung von Nervenzellen ist. Sein Verlust und der damit verbundene SDH-Mangel 
in Oligodendrozyten könnte ein Grund für die in AHDS-Patienten beobachtete verzögerte 
Myelinisierung sein. Die Gruppe um Prof. Samuel Refetoff untersuchte den SDH-Status vom 
Embryonaltag 17 (E17) bis zum postnatalen Tag 7 (P7) in Mct8-defizienten Mäusen (Ferrara et 
al. 2013). Hierbei zeigte sich, dass Mct8-defiziente Embryonen zum Gestationszeitpunkt E18 
und P0 exzessiv erhöhte T4- und TSH-Serumkonzentrationen aufweisen, die sich bereits an P3 
und P7 dem Wildtyp-Niveau angleichen und im adulten Tier zu den typischen verringerten T4- 
und leicht erhöhten TSH-Konzentrationen übergehen. Der transiente SDH-Überschuss spiegelt 




Erklärung für die transiente Hyperthyroxinämie in Mct8-defizienten Mäusen wäre ein Anstieg 
der Expression alternativer SDH-Transporter, wie zum Beispiel Lat1, Lat2 und Oatp14, der zu 
einer erhöhten Aufnahme von SDH in die Zellen und zu einer verminderten Abgabe dieser 
durch den Mct8-Verlust führen würde (Ferrara et al. 2013). Diese Beobachtungen könnten 
somit auch den Einfluss auf die verzögerte Myelinisierung in MCT8-Defizienz erklären. Die 
Gruppe um Prof. Juan Bernal konnte anhand des Mct8/Lat2-Doppel-knockout Mausmodells 
zeigen, dass Lat2 eine wichtige Rolle im frühen postnatalen Entwicklungsprozess (P0 bis P5) 
einnimmt, da dessen Verlust den Mct8-defizienten Effekt einer zerebralen kortikalen 
Hyperthyroxinämie unterdrückte (Nunez et al. 2014). Ein weiterer möglicher Ansatzpunkt ist 
die Frage, ob MCT8 noch andere, bisher unbekannte Substrate transportiert (James et al. 2009). 
Die Gruppe um Prof. Ulrich Schweizer zeigte anhand von Struktur-Funktionsanalysen, dass 
jedoch mindestens ein Jodatom an 3-Position des Phenol- und Tyrosylrings notwendig ist, um 
mittels MCT8 erkannt und in die Zellen transportiert zu werden (Kinne et al. 2010). Studien 
bezüglich des Einflusses von Hypothyreose auf den Gehirnstoffwechsel wurden mittels NMR-
Spektroskopie in erwachsenen und jungen Ratten durchgeführt. In thyreoidektomierten Ratten 
kommt es zu einer Acetat-Akkumulation nach Injektion von [1,2-13C] Acetat sowie zu einem 
reduzierten 13C-Einbau in wichtige Metabolite des Stoffwechsels (Glutamin (Gln), Glutamat 
(Glu), GABA). Der Anteil an nicht-markiertem Glu und GABA nimmt jedoch in diesen Tieren 
zu. Da der Acetat-Metabolismus dem astrozytären Stoffwechsel zugeordnet werden kann 
(Cerdan et al. 1990), zeigen diese Ergebnisse, dass ein SDH-Mangel diesen reduziert sowie 
folglich auch die Neuron-Astrozyten Interaktion bezüglich des Gln-Glu-GABA Zyklus 
beeinflusst (Chapa et al. 1995). Angeborene Hypothyreose in Ratten führt ebenfalls zu einer 
Reduktion des 13C-Einbaus in Metabolite des Neurotransmitterstoffwechsels (GABA, Glu, Gln) 
nach 13C-markierter Glukoseinjektion (Martinez et al. 2009). Die beobachteten geringeren T3- 
und T4-Konzentrationen im Mct8-defizienten Vorderhirn (Müller et al. 2014) könnten, im 
Zusammenhang mit den Daten von Chapa et al. und Martinez et al., auf eine Repression des 
Energiestoffwechsels hindeuten. Diese Hypothese wurde bisher nur von zwei Arbeitsgruppen 
im Menschen und der Maus mit MCT8-Defizienz untersucht. Zwei Patienten mit Mutationen 
im MCT8-Gen (G564A, delF501) und den typischen abnormalen SDH-Serumkonzentrationen 
wurden MRI (Magnetresonanztomographie) und 1H NMR Analysen im Alter von 8 und 28 
Monaten (Patient 1) bzw. 10 und 17 Monaten (Patient 2) unterzogen. Sie zeigten beide 
Myelinisierungsverzögerungen im bildgebenden MR. In vivo 1H NMR Analysen unterstützten 
die beobachteten Myelinisierungsdefekte, da erhöhte Cholin- sowie verringerte N-




Myelinisierung und Schädigung von Neuronen im Gehirn (Sijens et al. 2008). Diese 
Veränderungen wurden auch in MR-Studien hypothyreoter Patienten beobachtet (Gupta et al. 
1995). Interessanterweise zeigte Patient 1, mit nicht so stark erhöhter T3-Serumkonzentration, 
schwerwiegendere zerebrale Veränderungen. Somit scheinen veränderte SDH-Konzentrationen 
nicht allein für die beobachteten Veränderungen verantwortlich zu sein. Dies unterstützt 
wiederum die Hypothese, dass MCT8 weitere, bisher unbekannte Substrate transportiert, die für 
eine korrekte Gehirnentwicklung von Bedeutung sind. Eine weitere Erklärung hierfür könnte 
aber auch eine stabilere Expression der MCT8-Mutante G654A in der Hypophyse, als in 
Neuronen oder der BHS sein.  
In vivo durchgeführte 1H NMR Messungen im Cortex und Striatum von Neuron-spezifischen 
Mct8-defizienten Mäusen in Kooperation mit Prof. Juan Bernal und Prof. Sebastian Cerdan 
(IIB-UAM, Madrid Spanien) zeigen keine Änderungen für die in Hypothyreose beschriebenen 
regulierten Metabolite Cholin und NAA (Sijens et al. 2008) im Vergleich zu Kontrolltieren. 
Aufgrund der unveränderten SDH-Konzentrationen im Serum dieser Mäuse wurden allerdings 
auch keine Änderungen für diese Metabolite erwartet. 
Die Arbeitsgruppe um Prof. Juan Bernal untersuchte mittels 13C markierter Glukoseinfusion 
und NMR-Analysen den Gehirn- und Neurotransmitterstoffwechsel Mct8-defizienter Mäuse. 
Mit Hilfe der 13C NMR Spektroskopie ist es möglich, Aussagen über die Aktivität des 
zerebralen Citratzyklus und des transzellulären Glutamin-Glutamat-GABA Zyklus zu treffen 
(Rodrigues et al. 2013b). Hierfür wird [1-13C] markierte Glukose, als Substrat, über die 
Halsvene in das Gehirn injiziert und der Einbau des markierten Kohlenstoffs in die einzelnen 
Metabolite des Energiestoffwechsels verfolgt. Die Analysen Mct8-defizienter Mäuse zeigten 
einen erhöhten 13C-Einbau in die Neurotransmitter Glu, Gln und GABA, trotz unveränderter 
endogener Metaboliten-Konzentrationen im Cortexgewebe. Dies bedeutet, dass die Gln-Glu-
GABA-Flussraten zwischen Astrozyten und Neuronen in diesen Tieren schneller ablaufen, was 
zu einem erhöhten oxidativen Stoffwechsel, verbunden mit einer erhöhten GABAergen und 
glutamatergen Neurotransmission in Mct8-defizienten Mäusen führt. Die Flussraten wurden 
jedoch nicht mit Hilfe von mathematischen Modellen berechnet. Weder SDH-Mangel noch 
SDH-Überschuss im Gehirn zeigten einen eindeutigen Einfluss auf die 
Neurotransmitterzusammensetzung im Cortex Mct8-defizienter Mäuse. Hypothyreote Wildtyp-
Mäuse zeigen nur erhöhte GABA-Konzentrationen, hyperthyreote dagegen nur erhöhte 
Glutamin-Konzentrationen. Mct8/Dio2-Doppelknockout Mäuse, welche hypothyreot im 
Gehirn sind, ähneln in ihrer Neurotransmitterzusammensetzung den Mct8-defizienten Mäusen, 




zeigen wiederum neben erhöhten Gln-Konzentrationen normale Glu- und GABA-
Konzentrationen im Vergleich zu den Kontrolltieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass der 
komplexe Energiestoffwechsel bei Mct8-Defizienz von mehreren Faktoren reguliert wird und 
kein eindeutiges Muster hinsichtlich des Einflusses von SDH und deren Transport in 
Abhängigkeit von Mct8 auf den Gehirnstoffwechsel zugeordnet werden konnte (Rodrigues et 
al. 2013a). Dass das Mct8-defiziente Gehirn nicht in einem globalen hypothyreoten Zustand ist, 
wurde bereits durch die Publikation meiner Arbeitsgruppe gezeigt (Wirth et al. 2009). Klar ist 
aber, dass Mct8 eine wichtige Rolle im zerebralen Energiestoffwechsel einnimmt und die 
grundlegenden Mechanismen weiter untersucht werden müssen. Zur Klärung der genaueren 
Rolle von Mct8 im zerebralen Energiestoffwechsel wurden männliche Neuron-spezifische 
Mct8-defiziente Mäuse an der gleichen Einrichtung in Kooperation mit Prof. Juan Bernal und 
Prof. Sebastian Cerdan 1H und 13C NMR Analysen unterzogen. Alter der Tiere und 
Versuchsaufbau wurden zur Vergleichbarkeit beibehalten. Nach einer 30-minütigen Infusion 
von [1-13C] Glukose wird ein steady-state aller Metabolite im Gehirn erreicht. Augenmerk der 
Analyse lag hier neben dem Cortex auf dem Striatum, eine Gehirnregion die wichtig für 
Motorik und Verhalten und sensitiv gegenüber SDH-Verfügbarkeit ist (Martinez et al. 2001). 
In männlichen CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäusen deutet sich ein verringerter Umsatz von Laktat aus 
Glukose als Substrat an. Dieser wird im Striatum signifikant und spricht für einen glykolytisch 
hypometabolen Zustand in Neuron-spezifisch Mct8-defizienten Mäusen. Während Wildtyp-
Mäuse einen Großteil der Glukose via Glykolyse-generiertem Pyruvat zu Laktat 
verstoffwechseln, zeigen CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäuse eine verringerte Glykolyse-Aktivität, 
gekennzeichnet durch einen verringerten 13C-Einbau in Laktat sowie einer reduzierten 
Genexpression der Phosphofruktokinase (Pfkm). Bestätigt wird dies durch die Messung der 
Laktatdehydrogenase-Aktivität in Cortex und Striatum. Hier zeigte sich vor allem im Striatum 
von CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen ein reduzierter Umsatz von Pyruvat zu Laktat unter Verbrauch 
von NADH zu NAD+. Basierend auf der Astrozyten-Neuron-Laktat Shuttle Hypothese führt 
dies zu einer geringeren Versorgung der Neurone mit Laktat. Da Glykolyse und folglich die 
Bildung von Laktat durch den Co-Transport von Natriumionen und Glutamat bzw. GABA in 
Astrozyten stimuliert wird (Pellerin et al. 1994; Pellerin et al. 1998), reflektiert der reduzierte 
Laktatbedarf von Neuronen eine geringere synaptische Aktivität bei neuronalem Mct8-Verlust. 
Untermauert wird diese Annahme durch Genexpressionsanalysen von Transportern und 
Enzymen für die Neurotransmitterbiosynthese und deren Metabolismus. Neben einer 
signifikanten Reduktion des Pfkm-Gentranskripts im Cortex von Neuron-spezifisch Mct8-




exprimiert, das heißt es wird weniger Glu zu Gln im Astrozyten gebildet, was für eine 
Verzögerung des astrozytären Gln-Stoffwechsels im Cortex spricht. Dies erklärt womöglich 
auch die nicht detektierbaren Gln-Mengen nach 13C NMR. Eine geringere Gln-Bildung steht 
zudem in Wechselwirkung mit einer geringeren Genexpression von Neuron- (Slc38a2) und vor 
allem Astrozyten-spezifischen (Slc38a3, Slc38a5) Glutamintransportern (Broer et al. 2001; 
Melone et al. 2006). Zusätzlich ist auch der GABA-Metabolismus durch eine erniedrigte 
Genexpression der Glutamatdehydrogenase Gad1 und des astrozytären GABA-Transporters 
Slc6a11 (Minelli et al. 1996) im Cortex von CamK-Cre;Mct8fl/y-Mäusen beeinträchtigt. Trotz 
der veränderten Laktatmengen ist der 13C-Einbau in die Neurotransmitter Glu und GABA 
sowohl am C4, als auch am C2 Atom in den Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mäusen im 
Cortex und Striatum unverändert. Hier zeigten sich in der globalen Mct8-defizienten Maus 
erhöhte Gln-, Glu- und GABA-Konzentrationen (Rodrigues et al. 2013a). Somit hat der 
neuronale Verlust von Mct8 keinen Einfluss auf die Flussraten der glutamatergen und 
GABAergen Neurotransmission. Die Detektion von Gln C4 konnte sowohl in WT, als auch in 
Neuron-spezifisch Mct8-defizienten Mäusen nicht erfolgen, da das Signal in fast allen 
untersuchten Tieren unter dem Detektionslimit lag. Ein Einbau an C2-Position in Glu und Gln 
konnte ebenfalls aufgrund der geringen chemischen Verschiebung nicht explizit bestimmt 
werden, weshalb diese Metabolite zu Glx C2 zusammengefasst ausgewertet wurden. Somit 
können auch hierüber keine Aussagen zum Gln-Gehalt getroffen werden. Im Voraus 
durchgeführte ex vivo 1H NMR Studien dieser Tiere zeigten allerdings keine Änderungen der 
endogenen Glu-, Gln- und GABA-Konzentrationen in Cortex und Striatum. Messungen der 
Neurotransmitterkonzentrationen bezogen auf das Feuchtgewicht von Cortex und Striatum 
wären eine weitere hilfreiche Methode, um Aussagen über die endogene Glu-, Gln- und GABA-
Konzentration zu treffen. Im Zuge der NMR-Analysen wurden auch zwei weibliche Neuron-
spezifische Mct8-defiziente und Wildtyp-Mäuse analysiert. Diese zeigten bereits endogen stark 
verringerte Laktatkonzentrationen sowie nach 13C NMR in Cortex und Striatum ohne 
detektierbare Änderungen in der Neurotransmitterzusammensetzung. Diese Ergebnisse stützen 
die beobachteten Änderungen des zerebralen Metabolismus in männlichen Neuron-
spezifischen Mct8-defizienten Mäusen und einer Rolle von Mct8 im zerebralen 
Energiestoffwechsel.  
Zusammenfassend ergibt sich für den zerebralen Stoffwechsel bei neuronalem Mct8-Verlust 
folgendes Bild: Ein verlangsamter zerebraler Stoffwechsel in Mct8-defizienten Neuronen führt 
zu einem geringeren Bedarf an Laktat als Energiesubstrat. Dies wiederum führt dazu, dass der 




transzelluläre Transport von Gln und GABA zwischen Neuronen und Astrozyten reduziert ist, 
was sich zudem in einer Reduktion von Transportern und Enzymen für Gln und GABA 
widerspiegelt. Ein Zusammenhang zwischen einer reduzierten Expression von 
Neurotransmittertransportern und einer reduzierten synaptischen Aktivität konnte bereits für 
die Parkinson Krankheit beschrieben werden. Mit Fortschreiten der Erkrankung kommt es zur 
selektiven Degeneration von dopaminergen Neuronen in der substantia nigra und ihrer 
Nervenendigungen im Striatum (Fearnley et al. 1991). SPECT-Studien mit [123I]-β-CIT, einem 
Kokainderivat, welches an den Dopamintransporter (DAT) bindet, zeigten, dass es über die Zeit 
und Schwere der Erkrankung bei Parkinson Patienten zu einer verringerten Bindung von 
Dopamin an DAT im präsynaptischen Neuron kommt, was mit einer reduzierten Expression 
dieses korreliert (Marek et al. 1996; Asenbaum et al. 1997).  
Der neuronale Verlust von Mct8 führt zu einem glykolytisch hypometabolen Zustand des 
murinen Gehirns. Dieser wird häufig in neurodegenerativen Erkrankungen, wie Alzheimer, 
beobachtet (Mosconi et al. 2008). Die Alzheimer Krankheit ist eine altersabhängige 
Erkrankung, die sich erst im höheren Alter (ab 60 Jahren) aufgrund von Anzeichen einer 
Demenz und der Einschränkung kognitiver Fähigkeiten diagnostizieren lässt. Die in dieser 
Arbeit analysierten CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäuse waren sechs Monate alt. Dies entspricht einem 
menschlichen Alter von 30 - 40 Jahren. Immunhistochemische Antikörper-Färbungen wurden 
in noch jüngeren Tieren durchgeführt. Die Analysen von älteren Mäusen (> 1 Jahr) könnten 
möglicherweise erste strukturelle Veränderungen im Gehirn aufzeigen. Nicht zum ersten Mal 
würden Mct8-defiziente Mäuse erst im Alter morphologische Veränderungen aufzeigen. Meine 
Arbeitsgruppe untersuchte die Morphologie von Schilddrüsen in unterschiedlich alten globalen 
Mct8-defizienten Mäusen. Die Schilddrüsen dieser Tiere zeigten bereits ab sechs Monaten 
papilläre Schilddrüsenhyperplasien, welche sich mit zunehmenden Alter in papillären 
Schilddrüsenkarzinom manifestierten (Wirth et al. 2011).  
Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass Mct8 mit anderen Transportern der Major 
Facilitator Superfamily interagiert und so den Transport von Substraten, wie Glukose oder 
Laktat, reguliert. Homodimerisierungen für Mct1 und Mct8 wurden bereits beschrieben 
(Wilson et al. 2002; Biebermann et al. 2005). Mehrere Arbeitsgruppen wiesen zudem bereits 
nach, dass Mct8 selbst kein Transporter aromatischer Aminosäuren (Phe, Trp, Tyr) ist 
(Friesema et al. 2003; Kinne et al. 2010; van der Deure et al. 2010). Interaktionen zwischen 
Rezeptoren und Transportern zur Erhöhung der Substrataufnahme wurden ebenfalls bereits 
gezeigt. Die Arbeitsgruppe um Lee et al. zeigte, dass eine Interaktion zwischen dem Dopamin 




der Zelloberfläche ist, wodurch eine erhöhte Dopaminaufnahme gewährleistet wird (Lee et al. 
2007). Erste vielversprechende Versuche zu Interaktionsstudien mittels YFP-Proteinfragment 
Komplementationsassays (YFP-PCA) (Nyfeler et al. 2008) wurden in Kooperation mit Prof. 
Heike Biebermann (Institut für Experimentelle Pädiatrische Endokrinologie, Charité Berlin) in 
HEK293-Zellen während dieser Arbeit durchgeführt. Es konnte eine Interaktion für Mct8 mit 
Mct1, Mct2 und Mct4 sowie die bereits beschriebene Homodimerisierung von Mct8 
(Biebermann et al. 2005) nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Heterodimerisierungen 
müssen jedoch zur Bestätigung wiederholt werden. Zudem muss untersucht werden, ob die 
Dimerisierung Einfluss auf die Laktat-Transportaktivität, Oberflächen- und Totalexpression in 
Gehirnzellen hat. Die Prüfung einer möglichen Interaktion von Mct8 mit Glukosetransportern 
(Glut1, Glut3) sollte aufgrund der erhobenen Daten ebenfalls analysiert werden.  
Die in vivo Analysen der CamK-Cre;Mct8fl/fl-Maus zeigen, dass Mct8 eine entscheidende 
Funktion in der Interaktion zwischen Astrozyten und Neuronen hinsichtlich des transzellulären 
Gln-Glu-GABA Zyklus einnimmt. Vor allem sind Astrozyten-spezifisch exprimierte 
Transporter und Enzyme in ihrer Genexpression reduziert, wodurch es vermutlich zu einer 
gestörten Signalvermittlung vom Neuron zum Astrozyten aufgrund des spezifischen neuronalen 
Mct8-Verlustes kommt. Diese Vermutung zeigte sich bereits bei der Analyse kortikal 
exprimierter SDH-regulierter Gene (siehe 4.2) und bestärkt die Hypothese, dass Astrozyten 
wichtige Versorgungszellen und Signalvermittler von Neuronen sind. Die spatio-temporale 
SDH-Verfügbarkeit scheint dagegen keine wichtige Rolle in diesem Kontext einzunehmen, wie 
zum einen die Gruppe um Prof. Juan Bernal zeigen konnte (Rodrigues et al. 2013a). Zum 
anderen konnten die in drei Monate alten Mäusen gering veränderten totalen SDH-
Serumparameter nicht mehr in sechs Monate alten CamK-Cre;Mct8fl/fl-Mäuse bestätigt werden. 
4.4 Einfluss von Schilddrüsenhormonen auf den Energiestoffwechsel Mct8-defizienter 
Gehirnzellen in vitro 
Neben in vivo Studien zum Energiestoffwechsel in Mct8-Defizienz wurde dieser ebenfalls in 
vitro in von Mct8-defizienten Mäusen generierten Astrozyten- und Neuronkulturen untersucht. 
Hierfür wurde der Seahorse XFe Flux Analyzer genutzt. Diese Methode bietet die Möglichkeit, 
die beiden Energiestoffwechselwege Glykolyse und mitochondriale Atmung in intakten Zellen 
simultan zu messen. Die Entwicklung eines definierten Serum-freien Mediums in unserer 




Einfluss von SDH auf den Energiestoffwechsel von Wildtyp- und Mct8-defizienten 
Gehirnzellen zu untersuchen.  
Bereits 1895 zeigte Magnus-Levy, dass eine exogene T4-Gabe zu einer Erhöhung des 
Sauerstoffverbrauchs und der CO2-Produktion in hypo- und euthyreoten Organismen führt 
(Magnus-Levy 1895). Diese Ergebnisse wurden in den 1980er Jahren durch verschiedene 
Arbeitsgruppen anhand isolierter Mitochondrien aus Rattenlebern bestätigt (Brand et al. 1987; 
Hoch 1988). Ein direkter Einfluss von SDH auf die mitochondriale Funktion konnte durch die 
T3-Regulation von nukleär- und mitochondrial-kodierten Genen, wie der 12S und 16S RNA, 
Untereinheit der Cytochrom C Oxidase (Vega-Nunez et al. 1995; Koibuchi et al. 1996) und der 
NADH Dehydrogenase Untereinheit 3 (Iglesias et al. 1995) nachgewiesen werden. Zudem 
wurde die funktionale Existenz mitochondrialer SDH-Rezeptoren in der Rattenleber und im 
Muskel der Maus bereits in den 1990er Jahren durch unterschiedliche Arbeitsgruppen gezeigt. 
Sie identifizierten zwei trunkierte Formen des TRα1-Rezeptors (p28 und p43), denen das 
Kernlokalisationssignal fehlt und die als T3-abhängige Transkriptionsfaktoren des 
mitochondrialen Genoms fungieren (Wrutniak et al. 1995; Casas et al. 1999). Zudem konnte 
die Expression von p43 im Cerebellum junger Ratten (P8) nachgewiesen werden, welches fähig 
ist, das SDH-responsive Element (DR2) in der D-Loopregion mitochondrialer DNA zu binden 
und so die Expression mitochondrialer Gene zu regulieren (Sinha et al. 2010). Somit kommt es 
zu einer Koordination des mitochondrialen Genoms und nukleärer Gene, welche für 
mitochondriale Gene kodieren, die essentiell für den Energiestoffwechsel sind und zum Teil 
durch SDH reguliert werden.  
4.4.1 Energiestoffwechsel Mct8-defizienter Astrozyten 
Die in dieser Arbeit angewandte Isolationsmethode von primären Astrozyten aus murinem 
zerebralen Cortexgewebe wird durch unsere Arbeitsgruppe schon lange Zeit erfolgreich genutzt 
und führt zu einer Reinheit der Primärkulturen von > 95% (Braun et al. 2011a). Durch die 
Analyse Astrozyten-spezifischer Markerproteine (Gfap, Glast, Glut1) konnte dies sowohl auf 
Gen-, als auch auf Proteinebene gezeigt werden. Zudem zeigten radioaktive SDH-
Aufnahmeexperimente, dass WT Astrozyten über einen Zeitverlauf von 30 Minuten T3 
aufnehmen (wobei der Anstieg in den ersten drei Minuten linear verlief). Mct8-defiziente 
Astrozyten dagegen zeigten eine um mehr als die Hälfte reduzierte T3-Aufnahme, welche auch 
mit einem in unserem Institut entwickelten nicht-radioaktiven Assay bestätigt werden konnte 




neben der T4-Aufnahme in primäre Astrozyten der Maus ebenfalls an der Abgabe von T3 und 
T4 beteiligt ist (unpublizierte Daten).  
Zur Überprüfung der physiologischen Wirksamkeit des Serum-freien Kulturmediums wurde 
vor Beginn der Seahorse-Experimente ein Vergleich zwischen Astrozyten-Kulturmedium 
(DMEM + 10% FBS) und dem definierten Medium durchgeführt. Hierbei zeigten sich keine 
Änderungen in der basalen und maximalen Atmungsrate sowie ATP Umsatz und 
Reservekapazität in WT und Mct8-defizienten Astrozyten. Somit konnten mögliche 
Änderungen der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) durch die Verwendung und 
Zusammensetzung des definierten Mediums ausgeschlossen werden.  
Insgesamt zeigen WT Astrozyten nach einer Kultivierungsdauer von fünf Tagen mit 3nM und 
10nM T3 bzw. T4 und auch ohne die Zugabe von SDH über alle berechneten Parameter (basale 
und maximale Atmung, ATP Umsatz, Reservekapazität, Protonenleck) eine stabile OXPHOS. 
Lediglich Mct8-defiziente Astrozyten erhöhen ihre basale Atmung bei Kultivierung mit 3nM 
T3 (p=0,06) und T4 (p=0,09) im Vergleich zu WT Astrozyten. Dieser Anstieg geht mit einem 
erhöhten ATP Umsatz einher, da dieser die basale Atmung kontrolliert. Die Kultivierung mit 
10nM T3 bzw. T4 führte jedoch zu keiner weiteren Steigerung der Zellatmung. Das 
Protonenleck beschreibt den Verlust von Energie in Form von Wärme. Hierbei wird durch das 
Entkoppeln von oxidativer Phosphorylierung und ATP-Synthese der für die Energiegewinnung 
nötige Protonengradient über die innere Mitochondrienmembran unterbrochen und es kommt 
stattdessen zur Wärmeproduktion (Cheng et al. 2010). Das Protonenleck nimmt somit ebenfalls 
Einfluss auf die basale Atmung, jedoch nicht auf den ATP Umsatz. Das Protonenleck zeigt 
einen ähnlichen SDH-konzentrationsabhängigen Verlauf in Mct8-defizienten Astrozyten, wie 
die basale Atmung, wobei WT Zellen bei einer Langzeitinkubation mit 10nM T3 einen Anstieg 
aufzeigen (p=0,06). Bereits seit den 1990er Jahren ist bekannt, dass SDH die Permeabilität der 
inneren Mitochondrienmembran beeinflussen, was zu einem erhöhten Einstrom in die 
Mitochondrienmatrix von Protonen führt (Brand et al. 1992). Ein erhöhtes Protonenleck kann 
ebenfalls auf die Expression von Entkoppler-Proteinen (engl. uncoupling proteins, UCPs) 
zurückgeführt werden. Diese sind in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und 
konnten als T3-regulierte Gene identifiziert werden (Lanni et al. 2003). Genexpressionanalysen 
von Ucp2 zeigten jedoch keine Änderungen zwischen WT und Mct8-defizienten Astrozyten 
sowie über die verschiedenen Behandlungen (Daten nicht gezeigt). ATP Umsatz und 
Reservekapazität sind zwischen WT und Mct8-defizienten Astrozyten unverändert. Dies 
bedeutet, dass primäre Astrozyten beider Genotypen unter den gegebenen SDH-




keine Einschränkungen in der Elektronentransportaktivität und Substratoxidation aufweisen. 
Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass SDH in An- und Abwesenheit von Mct8 die 
Plasmamembran passieren und auch in den Mitochondrien, als Ort der Energiesynthese in Form 
von ATP, ihre Wirkung ausüben können. Zum anderen zeigen die Daten, dass sowohl WT, als 
auch Mct8-defiziente Astrozyten über variierende physiologische SDH-Konzentrationen in 
ihrem Energiestoffwechsel stabil sind und keine mitochondrialen Dysfunktionen aufweisen 
(gemessen als Zellrespirationskontrolle, cRCR). Studien zur Analyse der 
Transporterexpression zeigten, dass in Mct8-defizienten Astrozyten weitere T3- und T4-
Transporter exprimiert werden (Lat1 und Lat2), die möglicherweise für den Verlust von Mct8 
kompensieren. Lat2 wurde bereits durch unsere und andere Arbeitsgruppen als potentieller 
alternativer SDH-Transporter in den frühen Entwicklungsphasen bei Mct8-Defizienz diskutiert 
(Wirth et al. 2009; Braun et al. 2011a; Nunez et al. 2014). Aufgrund der tendenziell erhöhten 
Atmungsraten in Mct8-defizienten Astrozyten, besonders bei Langzeitkultivierung mit 3nM T3 
und T4, wurde die Citratsynthase-Aktivität bestimmt, welche als Biomarker für eine erhöhte 
Mitochondrienanzahl genutzt werden kann (Larsen et al. 2012). Anhand von in silico 
Screeningdaten wurde ein SDH-responsives Element (TRE) im Promotorbereich der 
Citratsynthase identifiziert, wodurch dieses somit ein potentiell T3-reguliertes Gen darstellt 
(Dorsa et al. 2010). Jedoch zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen WT und 
Mct8-defizienten Astrozyten sowie über die Langzeitinkubation mit verschiedenen T3- und T4-
Konzentrationen und somit sind die erhöhten Atmungsraten in Mct8-defizienten Astrozyten 
nicht auf eine erhöhte Mitochondrienmasse zurückzuführen. Eine erhöhte Atmungsrate in 
Mct8-defizienten Astrozyten kann auch auf eine erhöhte Expression der einzelnen Komplexe 
der Atmungskette zurückgeführt werden. Um dies zu überprüfen, wurde die Expression 
wichtiger OXPHOS Komplexuntereinheiten sowie des mitochondrialen Transkriptionsfaktors 
Tfam (T3-reguliertes Gen) auf Transkript- und Proteinebene nach T3- und T4-
Langzeitkultivierung bzw. ohne SDH untersucht. Insgesamt konnten keine signifikanten 
Unterschiede zwischen WT und Mct8-defizienten Astrozyten detektiert werden. Eine 
Signalminderung ist lediglich für die mitochondrial-kodierte Untereinheit der Cytochrom C 
Oxidase (mt-Co1) auf Proteinebene zu verzeichnen. Dieser IV. Komplex innerhalb der 
Atmungskette ist für die Reduktion von Sauerstoff zu Wasser, unter Verbrauch von vier 
Elektronen aus Cytochrom C und Protonen, verantwortlich, wodurch der Protonengradient über 
die innere Mitochondrienmembran aufgebaut wird, welcher von der ATP-Synthase zur ATP-
Synthese benötigt wird. Würde in Mct8-defizienten Astrozyten tatsächlich eine Verringerung 




Reduktion der basalen und maximalen Atmungsrate sowie dem ATP Umsatz in Mct8-
defizienten Astrozyten erhalten. Dies ist jedoch nicht der Fall. Hier zeigt sich eine metabolische 
Flexibilität in Astrozyten, das heißt, trotz weniger mt-Co1-Protein wird eine ausreichende 
Funktionalität des Komplexes erhalten.  
Astrozyten bzw. Gliazellen im Allgemeinen sind, aufgrund der Dio2-spezifischen Expression, 
wichtige Regulatoren der SDH-Homöostase im Gehirn und zudem Versorgungszellen der 
Neurone mit T3 (Morte et al. 2014). Anhand dieser Funktionen und den in dieser Arbeit 
erhobenen Daten bezüglich des Energiestoffwechsels lässt sich vermuten, dass Astrozyten 
größere Veränderungen hinsichtlich des SDH-Metabolismus regulieren können, um die 
neuronale Aktivität bis zu einem gewissen Grad aufrechtzuerhalten. Es konnten auch keine 
transkriptionellen Änderungen der Dio2 über die Behandlungen beobachtet werden. 
Vermutlich sind die eingesetzten Mengen an SDH zu gering, um zum einen die Dio2 durch 
geringe T3-Konzentrationen zu induzieren, was im konstitutiven Mct8-defizienten Mausmodell 
beobachtet wird (Trajkovic et al. 2007) bzw. zum anderen durch zu hohe T4-Konzentrationen 
zu inhibieren (Arrojo et al. 2013). Außerdem ist die SDH-Verfügbarkeit im Organismus durch 
die Expression und Aktivität der Dejodasen stark zeitlich und örtlich reguliert. Primäre Zellen 
in Kultur unterliegen nicht mehr dieser Regulation, wie sie im Gehirn vorzufinden ist, was somit 
zu unterschiedlichen Daten zwischen in vivo und in vitro Versuchen führt. Viele 
Arbeitsgruppen postulierten morphologische Änderungen der Astrozyten durch die Zugabe von 
T3 in vitro. Dabei zeigten die Zellen, nach Kultivierung mit 50nM T3, eine Veränderung von 
flachen polygonalen Zellen zu Fortsatz-ausbildenden Zellen, charakterisiert durch eine 
Reorganisation des Zytoskeletts (GFAP) und der extrazellulären Matrix (Fibronektin) 
(Aizenman et al. 1987; Trentin et al. 1995). Während dieser Arbeit konnten sowohl nach 
Passagieren der Zellen, als auch durch die verschiedenen physiologischen SDH-
Konzentrationsbehandlungen (3nM und 10nM T3/T4 in Anwesenheit von BSA) keine 
morphologischen Veränderungen beobachtet werden.  
4.4.2 Energiestoffwechsel Mct8-defizienter Neurone 
Parallel zu den primären Astrozytenkulturen wurde eine Isolierungsmethode primärer Neurone 
in unserem Institut entwickelt. Für die Kultivierung von Neuronen ist das kommerziell 
erhältliche B27-Mediensupplement verfügbar, welches die Gliazellproliferation unterdrückt 
(Roth et al. 2010b). Nachteil ist, dass die Firma keine Konzentrationsangaben aller enthaltenden 
Reagenzien gibt. Die Etablierung eines Serum-freien definierten Mediums für primäre 




Beispiel von Antioxidantien oder SDH in solchen Kulturen zu untersuchen (Wirth et al. 2009; 
Roth et al. 2010b). Eine Charakterisierung von Mct8-defizienten Neuronen hinsichtlich ihrer 
Transporterexpression erfolgte bereits 2009 durch unsere Arbeitsgruppe. Wirth et al. konnten 
zeigen, dass 75% der T3-Aufnahme in Neurone Mct8-abhängig abläuft. Aufgrund der 25%igen 
Restaufnahme von T3 in Mct8-defiziente Neurone untersuchten sie den Einfluss anderer 
potentieller SDH-Transporter durch die Zugabe verschiedener Inhibitoren der einzelnen 
Transporterfamilien (BSP, Mct-spezifisch; BCH, Lat-spezifisch; Probenecid, Oatp-spezifisch). 
Die Kombination aller drei Inhibitoren führte zu einer Reduktion der T3-Aufnahme um 50% in 
WT Neuronen. In Mct8-defizienten Neuronen dagegen erzielte die Doppelkombination von 
BCH und Probenecid und die Dreifachkombination eine nochmalige Reduktion der T3-
Aufnahme, was somit für eine Beteiligung von SDH-Transportern der Lat- und Oatp-Familie 
an der T3-Aufnahme in Mct8-defiziente Neurone spricht (Wirth et al. 2009). Der 
Expressionsnachweis von Lat2 in Neuronen und dem Mausgehirn erfolgte ebenfalls im Zuge 
dieser Publikation und bekräftigt somit die Hypothese eines alternativen T3-sensitiven 
Transporters (Wirth et al. 2009). Zudem konnte die Expression von Lat1, Lat2 und Mct10 auch 
nochmal im Zuge dieser Arbeit auf Transkriptebene bestätigt werden. 
Um einen möglichen Einfluss des definierten Kulturmediums auf den Energiestoffwechsel im 
Vergleich zum B27-Mediumszusatz zu untersuchen, wurden WT Neurone über sieben Tage 
entsprechend in beiden Mediensupplementen kultiviert und ihre mitochondriale Atmung im 
Seahorse XFe Flux Analyzer gemessen. Es zeigten sich keine Änderungen hinsichtlich basaler 
und maximaler Atmung sowie ATP Umsatz und Reservekapazität. Somit können auch in 
Neuronkulturen mögliche Änderungen dieser Parameter spezifisch auf den Zellgenotyp 
zurückgeführt und der Einfluss von SDH auf den Energiestoffwechsel untersucht werden.  
Bereits im Ruhezustand (basale Atmung) zeigen Mct8-defiziente Neurone einen geringeren 
Sauerstoffverbrauch. WT und auch zu geringerem Anteil Mct8-defiziente Neurone steigern 
durch die Zugabe von 3nM und 10nM T3 bzw. T4 den Sauerstoffverbrauch 
konzentrationsabhängig. Trotz der geringeren basalen Atmung steigern Mct8-defiziente 
Neurone ihren ATP Umsatz signifikant nach Langzeitkultivierung mit 3nM T3, d.h. sie sind 
effizienter in Bezug auf die ATP-Bildung. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre eine erhöhte 
Expression OXPHOS-relevanter Gene, die jedoch sowohl auf Transkript-, als auch 
Proteinebene nicht bestätigt werden konnte. Hier zeigen sich eher verringerte Expressionen 
wichtiger Proteinuntereinheiten der Komplexe III (Uqcrc2) und IV (mt-Co1) in Mct8-




ATP-Bildung erklären. Messungen der Citratsynthase-Aktivität zeigten jedoch keine 
Änderungen zwischen WT und Mct8-defizienten Neuronen.  
Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen zudem, dass T4, als Prohormon für das bioaktive 
SDH T3, ebenfalls eine intrinsische Aktivität aufweist. Die Langzeitkultivierung mit 3nM T4 
führt zu geringeren Unterschieden aller berechneten OXPHOS-Parameter zwischen WT und 
Mct8-defizienten Neuronen. Während die Kultivierung mit T3 eher einen geringeren Einfluss 
zeigt, führt die Inkubation mit T4 zu einem konzentrationsabhängigen Anstieg der 
Reservekapazität in Mct8-defizienten Neuronen. Diese Funktion beschreibt, wie nah Zellen am 
bioenergetischen Limit unter den gegebenen Kulturbedingungen arbeiten und somit sprechen 
die Ergebnisse für eine physiologische Aktivität von T4 am Energiestoffwechsel. Durch den 
Verlust von Mct8, welcher eine leicht höhere Affinität für T3 (Km-Wert = 4,0µM), als T4 (Km-
Wert = 4,7µM) besitzt (Friesema et al. 2003), kommt es in diesen Neuronen zu einer 
verringerten T3-Aufnahme in die Zellen (Wirth et al. 2009). Dies resultiert in einer reduzierten 
Sauerstoffverbrauchsrate (OCR). Das Mct8-defiziente Neurone eine beeinträchtigte SDH-
Aufnahme besitzen, zeigten die in dieser Arbeit erhobenen Genexpressionsdaten der Dejodase 
3. WT Neurone erhöhen die Expression der Dio3 in einem konzentrationsabhängigen Verlauf, 
Mct8-defiziente Neurone reagieren dagegen nur sehr schwach auf die T3- und T4-
Konzentrationen. Die Beteiligung anderer T4-sensitiver Transporter, wie zum Beispiel 
Mitglieder der L-Typ Aminosäuren Transporterfamilie (Lat), erklärt möglicherweise die 
beobachteten Effekte. Die SDH-abhängige Induktion der Sauerstoffverbrauchsrate wurde 
pharmakologisch in WT Neuronen durch die Zugabe des Lat-spezifischen Inhibitors BCH 
untersucht. Es zeigte sich, dass eine Inkubation mit 10nM T3 zum Anstieg der basalen und 
maximalen Atmung führt, welche durch die Zugabe von BCH blockiert werden konnte (Daten 
nicht gezeigt). Somit sind eindeutig Mitglieder der Lat-Familie an der SDH-Aufnahme in 
primäre Neurone beteiligt, was bereits 2009 durch Wirth et al. nachgewiesen wurde (Wirth et 
al. 2009), jedoch zeigten Kinne et al., dass dieser Transporter nicht in der Lage ist T4 zu 
transportieren (Kinne et al. 2015). Ein weiterer Kandidat, der in Neuronen exprimiert ist und 
T4 transportiert, ist Lat1 (Zevenbergen et al. 2015). Neben der T4-Aufnahme in Mct8-defiziente 
Neurone durch andere SDH-sensitive Transporter gibt es noch die Erklärung eines direkten T4-
vermittelten Effekts am SDH-Rezeptor. Anhand von Studien der Dio2-defizienten Maus 
schlussfolgerte die Gruppe um Galton, dass T4 direkt transkriptionelle Aktivitäten am SDH-
Rezeptor ausübt, um die neurologischen Schädigungen durch stark reduzierte T3-
Konzentrationen im Gehirn zu mildern (Galton et al. 2007). Jahre zuvor zeigte die Gruppe 




roter Blutzellen aus der Kaulquappe, welche keine Dio1 und Dio2 exprimieren, zu einem 
Anstieg der SDH-Rezeptoren führte (Schneider et al. 1995). Mct8-defiziente Neurone zeigen 
verringerte Atmungsraten bei allen analysierten Parametern der mitochondrialen Atmung, die 
mit einer teilweisen transkriptionellen und translationalen (Komplex III und IV) Reduktion 
spezifischer Untereinheiten der einzelnen Komplexe der Atmungsrate einhergehen. Trotzdem 
zeigen diese Neurone keine Reduktion der mitochondrialen Masse, gemessen als 
Citratsynthase-Aktivität, oder der OXPHOS-Kapazität im allgemeinen (cRCR). Somit sind 
diese Effekte eindeutig einer Mct8-abhängigen SDH-vermittelten Aktivität zuzuordnen. In der 
Literatur wurde bisher eine direkte Regulation der Cytochrom C Oxidase UE durch T3 und den 
Metaboliten 3,5-T2 beschrieben (Koibuchi et al. 1996; Arnold et al. 1998).  
Zusammenfassend ergibt sich für den Energiestoffwechsel Mct8-defizienter Neurone in vitro 
folgendes Bild: aufgrund des Mct8-Verlustes in Neuronen kommt es zu einer verringerten 
Aufnahme von SDH in die Zellen, was in einer verringerten Expression von OXPHOS-
relevanten Genen/Proteinen (teilweise SDH-reguliert) sowie in einer verringerten 
Sauerstoffverbrauchsrate (gemessen als OCR) resultiert. Somit stützen die in vitro Daten die 
erhobenen in vivo Daten des Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mausmodell bezüglich 
einer reduzierten synaptischen Aktivität sowie eines verlangsamten Stoffwechsels. Des 
Weiteren zeigen die Daten, dass der Mct8-Verlust den Energiestoffwechsel von Neuronen 
stärker beeinflusst, als den von Astrozyten.  
Die in dieser Arbeit erhobenen in vitro Daten wurden in primären Einzelkulturen von WT und 
Mct8-defizienten Astrozyten und Neuronen erhoben. Es ist bekannt, dass die zerebrale SDH-
Verfügbarkeit einer strengen orts- und zeitspezifischen Regulation unterliegt (Chatonnet et al. 
2015), die in Zellkulturmodellen jedoch nicht vorliegt. Die in dieser Arbeit durchgeführte 
Analyse des Neuron-spezifischen Mct8-defizienten Mausmodells zeigte eine wichtige 
Beteiligung von Astrozyten und deren Interaktion mit Neuronen im zerebralen 
Energiestoffwechsel. In diesem Zusammenhang wäre die Analyse eines Ko-Kulturmodells im 
Seahorse XFe Flux Analyzer von Mct8-defizienten Astrozyten und Neuronen ein wichtiger in 
vitro Ansatz, um die Effekte der Einzelkulturen in den Zusammenhang des komplexen Gehirns 
bringen zu können. Mehrere Arbeitsgruppen beschrieben bereits, dass Astrozyten 
Wachstumsfaktoren (bFGF, EGF) sekretieren, die wichtig für die neuronale Migration und 
Differenzierung sind (Trentin et al. 2003; Martinez et al. 2005).  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen außerdem, dass die postulierten Daten hinsichtlich eines 
Einflusses von SDH auf die basale Atmung und die ATP Produktion differenzierter betrachtet 




wichtiger Aspekt ist dabei die Expression der SDH-Transporter und SDH-Rezeptoren in einer 
Gewebe- und/oder zeitlichen Weise. Zudem wurden viele Studien mit pharmakologischen 
SDH-Konzentrationen und dem Einsatz eines Hormon-reduzierten fetalen Kälberserums im 
Medium durchgeführt. Die Methode des sog. Charcoal-Strippen entfernt nicht nur SDH und 
Steroide, sondern reduziert ebenfalls die Serumkonzentrationen an Folat, Vitamin B12, 
Magnesium, Kalium und Phosphat (Cao et al. 2009). Die in dieser Arbeit erhobenen Daten 
wurden mit physiologischen T3- und T4-Konzentrationen und durch die Zugabe von BSA, als 
SDH-Bindeprotein, durchgeführt. Trotzdem die freien SDH-Konzentrationen nicht gemessen 
werden konnten, ergibt sich bei den hier verwendeten Konzentrationen, beim Vergleich mit der 
Literatur, eine freie SDH-Konzentration im picomolaren Bereich, die der physiologischen 





Tabelle 22: Übersicht aller verwendeten Primer für qPCR-Analysen mit Angabe der Primersequenz. 
Primer Primersequenz (5´ 3`) Primer Primersequenz (5´ 3`) 
18S_fwd TTGACGGAAGGGCACCACCAG Itgb3_fwd  AGGATTGCCCTTCGACTACG 
18S_rev GCACCACCACCCACGGAATCG Itgb3_rev AGCCAATCCGAAGGTTGCTA 
Ant_fwd TGCAGTCTGGACGCAAAGGA  Ldha_fwd GACTTGGCGGATGAGCTTGC 
Ant_rev GGACCATGCGCCCTTGAAAA  Ldha_rev TGACCAGCTTGGAGTTCGCA 
Atp5a1_fwd CCTGGAATTATCCCCCGAAT  Ldhb_fwd AGATGGTGGTGGACAGTGCC 
Atp5a1_rev  CACAGTGGACCGCTTCTGAC  Ldhb_rev CGAGCATTGAGGATGCACGG 
Dio1_fwd  CACAGCCGATTTCCTCATCA Mbp_fwd ACAGAGACACGGGCATCCTT 
Dio1_rev GCTGCTCTGGTTCTGCATTG Mbp_rev TCCTTGTACATGTGGCACAGC 
Dio2_fwd  CTCCAACTGCCTCTTCCTGG Mct1_fwd TCAGTGCAACGACCAGTGAA 
Dio2_rev GACGTGCACCACACTGGAAT Mct1_rev TGAAAGCAAGCCCAAGACCT 
Dio3_fwd  CTACATCGAGGAAGCCCACC Mct2_fwd CGCTTGGATATCGTCCATCA 
Dio3_rev TGACGTAGAGGCGCTCAAAA Mct2_rev AGGCTGGTTGCAGGTTGAAT 
Gad1_fwd TGCCCAAACTGGTCCTCTTC mt-Co1_fwd GCCTTTCAGGAATACCACGA 
Gad1_rev CGCAATTTCCTGGATTGGAT mt-Co1_rev AGGTTGGTTCCTCGAATGTG 
Gad2_fwd CTCTGCGGATCCTGAGAACC Ndufb8_fwd GTTGCCGGGGTCATATCCTA 
Gad2_rev GCAGTTGCAGGGTTTTTGGT Ndufb8_rev ACGGATCCCTCTCATGCTGT 
Gdh1_fwd TGGTCGATGTACCGTTTGGA NeuN_fwd CTGGGAACCCATATGCCAAT  
Gdh1_rev TGTCAGCGATCCAGGACATC NeuN_rev CAGTGCCGCTCCATAAGTTG  
Gfap_fwd ACCAGCTTACGGCCAACAGT  Nrf1_fwd TCCCCCGAGGACACTTCTTA 
Gfap_rev TCCTCCAGCGATTCAACCTT  Nrf1_rev CTCGCGTCGTGTACTCATCC 
Gls_fwd GGATTGCGAACATCTGATCC Pc_fwd AAGCCAAGGCACATTGAGGT 
Gls_rev AATCAGCAACCTTCCCTCCA Pc_rev CGGCGTTCTCATAGCCTACC 
Gls2_fwd AGGGAAGGAGGAGAGGTTCG Pfkm_fwd GGTGACCAAAGACGTGACCA 
Gls2_rev TTGCAAGCCTCGATCAGAAA Pfkm_rev AGGCCAATCCTCACGGTAGA 




Tabelle 22: Übersicht aller verwendeten Primer für qPCR-Analysen mit Angabe der Primersequenz. 
Primer Primersequenz (5´ 3`) Primer Primersequenz (5´ 3`) 
Gs_fwd ACATGGTGAGCAACCAGCAC Slc6a11_fwd TCGAGGCACACCTCAATGTC 
Gs_rev CGCATTTGTCCCCGTAATCT Slc6a11_rev GTGCTCAATGCCATCGGATA 
Hr_fwd GCTAGCAGGGTGCAGAACCT Slc6a13_fwd TTGGCCAGTACACCAACCAG 
Hr_rev CAGGTGTCCACGGTGTGAGT Slc6a13_rev GGTCAGTGGTGAAGCTGCTG 
Itgav_fwd  ATCTTGGCCTGTGCTCCATT Pvalb_fwd AGATGGTGGGCCTGAAGAAA 
Itgav_rev AGCTACCAGGACCACCGAGA Pvalb_rev TCAGCCACCAGAGTGGAGAA 
Slc16a10_fwd  GCCCCATCGTGAGTGTCTTC Rc3_fwd  AGAGAGGCTGGTTCTGCAAG 
Slc16a10_rev GACCAGTGACGGCTGGTAGG Rc3_rev AATATCGTCGTCTGGCTTGG 
Slc16a2_fwd CCTCGCTATGGGCATGATCT Sdhb_fwd TTTACCGATGGGACCCAGAC  
Slc16a2_rev TGGTTGAAAGGCGAATGAGC Sdhb_rev CGTGTGCACGCCAGAGTATT  
Slc1a1_fwd TGGTCTGCGCGCTGTAGTAT Slc7a5_fwd  GGCCATCATCATCTCCTTGC  
Slc1a1_rev CCACAGGCTTCACCTCTTCC Slc7a5_rev ACCCATTGACAGAGCCGAAG  
Slc1a2_fwd CGACAAGCTGGGGAAAAATC Slc7a8_fwd  GCCACCCGGGTTCAAGATA  
Slc1a2_rev TTAGCATCCAGGCCTGACAA Slc7a8_rev ATAGGCAAAGGAGCCCTGGA  
Slc1a3_fwd ACTGCAGCAGATGCCTTCCT Slco1c1_fwd  AGTGTGGCCGGACTGACTGT  
Slc1a3_rev GCATTGACCCCATTCACAGA Slco1c1_rev ACTCCGGCTGGAGGATTGAC  
Slc1a6_fwd TGCAGATGCTGGTGTTACCC Tfam_fwd GTCGCATCCCCTCGTCTATC 
Slc1a6_rev CCAGGTCCATGAAAGCATCA Tfam_rev CTGGTAGCTCCCTCCACAGG 
Slc2a1_fwd CTGGCGGGAGACGCATAGTT Thra_fwd AAACGCAAGCTGATTGAGCA 
Slc2a1_rev CTCCGTAGCGGTGGTTCCAT Thra_rev CCGGCATGGAGACAATAGGT 
Slc2a3_fwd CTGACTGCCCTCTGGTCCTT Thrb_fwd AGTGCCAGGAATGTCGCTTT 
Slc2a3_rev GCCACAGAAAATGCCAATGA Thrb_rev GGCTTGTGCCCAATTGATTT 
Slc38a1_fwd GTGATCTTCGGAGCCACCTC Trh_fwd  CCAGAACGTCGATTCTTGAGG 
Slc38a1_rev ACCATCACCACCAACACTCG Trh_rev TCTCCAGGCTCCCACTTCTC 
Slc38a2_fwd CATGCAGAACATTGGGGCTA Tshß_fwd  GGGTATTGTATGACACGGGATA 
Slc38a2_rev GCAAATCACCACGATCAGGA Tshß_rev ATTTCCACCGTTCTGTAGATGA 
Slc38a3_fwd CCTAGCACTGATGCGACAGC Ucp2_fwd GCCTCTACAATGGGCTGGTC 




Tabelle 22: Übersicht aller verwendeten Primer für qPCR-Analysen mit Angabe der Primersequenz. 
Primer Primersequenz (5´ 3`) Primer Primersequenz (5´ 3`) 
Slc38a5_fwd  ACAAGCAGCCTCTCCCTGAC Uqcrc2_fwd TGCAACAAGGGAAAACATGG  
Slc38a5_rev GTGGCAGACAAACGCAAAAG Uqcrc2_rev GCCAAGGCATTCTTGTAGGC  
Slc6a1_fwd CAGCTGTGCTGTCCTTCTGG Vglut2_fwd ACCTACCCAGCCTGTCATGG 
Slc6a1_rev GGATCTGTCCTGGCTTGTCC Vglut2_rev ATGCTTTGCAGGGCTCTCAT 
Vglut1_fwd TCTTTGGCTTTGCCATTGTG Vglut3_fwd CGGTGGCTTCATTTCAAACA 
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